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TABLA DE ABREVIATURAS

APA antigeno rico en alanina y prolina de M. tuberculosis

ConA Concanavalina A

D1 Ppm Dominio 1 de poliprenol fosfato manosa sintasa de M. tuberculosis
D2 Ppm Dominio 2 de poliprenol fosfato manosa sintasa M. tuberculosis
DPM Dolicol fosfato manosiltransferasa

GDP Guanosin di-fosfato

GDP-[**C]Man Guanosin di-fosfato - Carbono 14 — Manosa

Kb Kilobases

kDa Kilodaltons

Lnt N-aciltransferasa

pb pares de bases

Pmt Proteina manosiltransferasa

Ppm Poliprenol fosfato manosa sintasa

Ppm>® Poliprenol fosfato manosa sintasa de S. coelicolor

Mtu

Ppm™™ Poliprenol fosfato manosa sintasa de M. tuberculosis

Sec Sistema de secrecion
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1. RESUMEN

El estudio del mecanismo de glicosilacién de proteinas en Streptomyces
coelicolor revel6 que las enzimas poliprenol fosfato manosa sintasa (Ppm) y
manosiltransferasa (Pmt) participan en la glicosilacién de la proteina Apa de
Mycobacterium tuberculosis y del receptor del fago ®C31. La actividad de
una cepa mutante en el gen ppm de S. coelicolor (scol423) pudo ser
restablecida por la Ppm de M. tuberculosis lo que nos indica que este punto
en la via de glicosilacion esta conservado entre ambas bacterias. La Ppm de
M. tuberculosis esta formada por dos dominios; el dominio amino-terminal es
rico en segmentos transmembranales y tiene actividad de N-aciltransferasa
de lipoproteinas (Lnt) mientras que el carboxilo-terminal es el que tiene la
actividad de manosilacion del poliprenol. La expresion solamente del dominio
catalitico fue suficiente para restablecer la glicosilacion en las mutantes en
ppm de S. coelicolor. Al buscar el gen que codifica la proteina homaologa al
dominio amino-terminal de la Ppm de M. tuberculosis en el genoma de S.
coelicolor, se localizo el gen scol1014 (Intl). Al ser eliminado este gen en S.
coelicolor se observo que no tiene efecto sobre la glicosilacion de proteinas.
A diferencia de los dominios amino y carboxilo de la Ppm de M. tuberculosis
gue interaccionan fisicamente, Ppm y Lntl de S. coelicolor no interaccionan.
En el caso de la mutante en el gen de la Pmt de S. coelicolor (sco3154), la
actividad de la manosiltransferasa no pudo ser restablecida por la Pmt de M.
tuberculosis, aunque se demostré que si se expresa y se localiza en la
membrana, lo cual podria ser por una incapacidad de actuar en conjunto con

el sistema Sec de S. coelicolor.



2. INTRODUCCION

2.1 Glicosilacion de proteinas bacterianas.

La glicosilacion de proteinas es una modificacion postraduccional que
consiste en la adicion covalente de azlUcares a las proteinas. Es un
mecanismo usado por las células para diversificar las funciones de las
proteinas ya que juega un papel critico en la regulacion de la estructura
proteica, en las interacciones célula-célula y célula medio ambiente,
modulacién de la respuesta inmune, proteccion contra protedlisis, entre otras
(Wang et al., 2014).

De manera general, se han definido dos tipos de glicosilacion: la N-
glicosilacion, en la cual los azlUcares se unen al grupo y-amido de la
asparagina y la O-glicosilacion, en la cual los azucares se unen al grupo
hidroxilo de las cadenas laterales de la serina, treonina, hidroxiprolina,
hidroxilisina y tirosina. La gran variedad de azucares, los tipos de enlaces,
asi como su grado de ramificacion incrementan la complejidad de esta

modificacion postraduccional (Ludwig et al., 2006).

Los procariontes fueron considerados por mucho tiempo incapaces de
glicosilar proteinas ya que esta actividad, en los eucariontes, se lleva a cabo
en el reticulo endoplasmico y en el aparato de Golgi, organelos que las
células procariontes no tienen. Sin embargo, la presencia de proteinas
glicosiladas ya ha sido demostrada en los dominios Bacteria y Arquea, por lo
gue la glicosilacion de proteinas es una actividad conservada en los tres
dominios de la vida, lo que resalta su gran importancia bioldgica (lwashkiw et
al., 2013).



Los reportes de proteinas glicosiladas se han ido incrementando, tanto en
bacterias patdgenas como de vida libre. Por su interés biomédico, la
caracterizacion de proteinas glicosiladas, asi como el estudio de sus
mecanismos de glicosilacion se ha inclinado mas hacia las bacterias

patégenas (Schmidt et al., 2003).

En general, las proteinas glicosiladas en bacterias se encuentran siempre
expuestas en la superficie de las células, por lo que su funcién biol6gica
podria tener un importante papel en la patogénesis. Se ha demostrado el
papel de la glicosilacion en la adhesion, en la proteccion contra la
degradacion proteolitica, en el incremento de la solubilidad, en la variacion
antigénica, en el ensamble de proteinas y en la proteccion contra el sistema

inmune (Szymanski et al., 2005).

Por lo tanto, la habilidad de detectar proteinas glicosiladas, entender sus
mecanismos de accion, asi como las diversas implicaciones biologicas de la
variabilidad en los carbohidratos, constituyen una nueva area de diagnostico
y tratamiento de diversas enfermedades; de ahi su importancia en el area

biomédica.

En este trabajo nos enfocamos en la O-glicosilacion, la cual ha sido descrita
en algunos géneros de bacterias Gram positivas de alto contenido de G+C
como son Streptomyces spp., Mycobacterium spp. y Corynebacterium spp.
Algunos aspectos de los mecanismos de glicosilacion de estas bacterias
tienen similitudes al sistema de O-manosilacion de S. cerevisiae (Espitia et
al., 2010), por lo tanto, conocer los aspectos generales de la O-glicosilacion
en S. cerevisiae es fundamental para comprender los mecanismos de

glicosilacion en bacterias.



2.2 O-glicosilacion en Sacharomyces cerevisiae

La O-glicosilacion, en este caso, el estudio de los mecanismos de O-
manosilacion de proteinas ha sido ampliamente estudiado en S. cerevisae. El
sustrato para O-manosilar proteinas es GDP-manosa; este nucledtido
activado proviene del intermediario de la glicdlisis fructosa 6-fosfato. La
enzima GDP-manosa pirofosforilasa (GMPP) sintetiza GDP-manosa a partir
de GTP y manosa-1-fosfato. (Payton, et al. 1991) (figura 1). El mecanismo de
manosilacion inicia con la transferencia de GDP-manosa al lipido membranal
dolicol-fosfato reaccion llevada cabo por la enzima dolicol-fosfato-manosa
sintasa (DPM) la cual esta anclada al lado citoplasmatico del reticulo
endoplasmico por su extremo carboxilo. Posterior a la manosilacién, el dolicol
se transloca al lumen del reticulo endoplasmico por un mecanismo que no se
conoce hasta la fecha (Aebi, 2013) y de esta forma, el dolicol-fosfato
manosilado es usado como sustrato para transferir la manosa al grupo
hidroxilo de serinas o treoninas de las proteinas. La transferencia de la
manosa es llevada a cabo por la enzima dolicol-fosfato-manosa-proteina
manosiltransferasa (PMT) (Lommel y Strahl, 2009); en S. cerevisiae existe
una familia de siete miembros de transferasas encargadas de la
manosilacion de proteinas llamadas PMT (de sus siglas en inglés Protein O-

Mannosyl Transferase) agrupadas en tres subfamilias: PMT1, PMT2 y PMT4.

En el caso de las levaduras, algunas manosiltransferasas son esenciales,
probablemente porque proteinas glicosiladas forman parte estructural de la
pared celular. Las proteinas que han sido manosiladas en el reticulo
endoplasmico por accion de las PMTs, son transferidas al aparato de Golgi
donde se terminan de elongar las cadenas de azulcares. Las enzimas Ktrlp,

Ktr3p y Mntlp agregan las cadenas de manosas en enlaces al,2 usando
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como sustrato GDP-manosa. Dichas enzimas se encuentran ancladas a
membrana y su dominio catalitico se localiza en el carboxilo y, se asume,

esta orientado hacia el lumen del aparato de Golgi (Strahl et al., 1999).

2.3 O-glicosilacion en S. coelicolor y M. tuberculosis

Streptomyces spp. es un género de bacterias aerobias y ubicuas en la
naturaleza, particularmente en suelos (Kieser et al., 2000). Los reportes de

proteinas glicosiladas en Streptomyces spp. son escasos.

El hallazgo de un sistema de glicosilacion de proteinas en S. coelicolor fue
en realidad un evento inesperado, pues el grupo de la Dra. Smith estaba
tratando de identificar al receptor del fago ®C31 (un bacteriéfago que infecta
varias especies del género Streptomyces spp.) de S. coelicolor por medio de
mutagénesis al azar con luz UV con la finalidad de aislar mutantes
resistentes a la infeccion por el fago, por lo tanto, las cepas obtenidas
resistentes a la infeccion del fago ®C31 no eran infectadas al exponerlas
directamente a particulas del fago pero si podian ser transfectadas con el
ADN del fago y asi formar placas, resultado que sugeria que dichas
mutaciones habian afectado al receptor a través del cual el fago ®C31
infecta a S. coelicolor. Cuando se analizaron las cepas resistentes a la
infeccion por el fago ®C31, se encontré que los genes mutados codificaban
para dos proteinas homologas a las del sistema de O-manosilacion de
levaduras, el gen scol1423 codifica para una enzima homoéloga a la Dolicol-
fosfato-manosa sintasa (DPM) de S. cerevisiae, el otro gen identificado fue
el sco3154 el cual codifica para una ezima homologa a la manosiltransfesa
(PMT) de S. cerevisiae. De forma interesante, estas dos proteinas de S.
coelicolor son homélogas a la poliprenol-fosfato-manosa sintasa (codificada
por el gen Rv2051c) y a la manosiltransfersa (codificada por el gen Rv1002c)

(ver figura 1) de M. tuberculosis, especie en la que ya se sabe existe la
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manosilacion de proteinas. Este resultado sugiri6 que es un requisito
indispensable que el receptor del fago ®C31 esté glicosilado para que se

lleve a cabo la infeccion en S. coelicolor (Cowlishaw y Smith, 2001; 2002).

Hasta la fecha, no se ha encontrado el receptor del fago ®C31, pero, en ese
momento, el hecho de haber encontrado genes que participan en la via de O-
manosilacion sugieria que S. coelicolor deberia tener varias proteinas O-

manosiladas, entre ellas el receptor del fago.

El grupo de la Dra. Smith se planted el objetivo de purificar proteinas
manosiladas localizadas en la membrana celular, para lo cual se utilizé una
columna de afinidad acoplada a la lectina concanavalina A (cuyo ligando son
manosas) y geles de doble dimension. De esta manera, se encontraron
varias proteinas, una de ellas, la proteina mas abundante con una masa
molecular de aproximadamente 40kDa, se encontrd glicosilada en la
membrana de la cepa silvestre y no se observo glicosilada en la membrana
de una cepa donde se ha eliminado el gen que codifica para la Pmt
(sco3154) ni en membranas de una cepa donde se ha eliminado el gen que
codifica para la Ppm (scol1423). Se realiz6 espectrometria de masas para
identificar a esta proteina de 40kDa y se determind que corresponde a la
proteina PstS (gen sco4142) el cual forma parte de un operdén de transporte
de fosfato y tiene un homoélogo en M. tuberculosis, la proteina antigénica de
38kDa, la cual también esta glicosilada y se ha localizado en fracciones de

membrana y en sobrenadantes (Wehmeier et al., 2009).

Por lo tanto, en S. coelicolor se ha demostrado la participacién de la Ppm
(producto del gen scol1423) y la Pmt (producto del gen sco3154) en la
glicosilacion de la proteina PstS. Se ha demostrado que la Ppm es la enzima

responsable de transferir manosa de GDP-manosa al poliprenol de S.
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coelicolor, el cual es so6lo uno, formado de nueve unidades de isopreno (Cys)
(Wehmeier et al., 2009).

La actividad de la enzima Pmt de S. coelicolor se evalu6 mediante ensayos
in vitro utilizando péptidos sintéticos y extractos membranales. Se utilizaron
tres péptidos de diferentes regiones de la PstS de S. coelicolor, los cuales se
elegieron con base en la presencia de sitios probables de glicosilacién
usando el programa de predicciones bioinformaticas NetOglyc
(http://www.cbs.dtu.dk/services/NetOGlyc/) (Julenius et al., 2005) y el péptido

A3 de la proteina Apa de M. tuberculosis usado previamente en otros
ensayos (Cooper et al.,, 2002). Como resultado, se obtuvo una mayor
actividad de manosilacion sobre uno de los péptidos de la proteina PstS de
S. coelicolor y menos actividad de manosilacion sobre el péptido derivado de

la proteina Apa de M. tuberculosis (Wehmeier et al., 2009).


http://www.cbs.dtu.dk/services/NetOGlyc/
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(Elaborada por Dr. Luis Servin)

Por otra parte, M. tuberculosis es una bacteria patégena, agente causal de la
tuberculosis, respecto al estudio de las glicoproteinas hay varios reportes
donde se detectan proteinas glicosiladas. Resultados obtenidos del
glicoproteoma de M. tuberculosis (Gonzalez-Zamorano et al., 2009) revelaron
gue 41 proteinas son probables glicoproteinas. Las proteinas identificadas
tienen asignadas varias funciones, algunas estan implicadas en la
degradacion de compuestos, otras forman parte de sistemas de transporte,
otro grupo pertenece a actividades metabdlicas y de desintoxicacion, otras
estan relacionadas con actividades de adhesién e invasion y otras mas son
de funcién desconocida. Resulta interesante observar que todas las
proteinas manosiladas estan modificadas ademas con lipidos y pertenecen al

grupo de las lipoproteinas, es decir son lipoglicoproteinas, con excepcion de
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la proteina Apa de 45/47 kDa (Gonzélez-Zamorano et al., 2009) la cual ha

sido utilizada en este trabajo como sustrato de glicosilacion.

La glicoproteina de 45/47 kDa también llamada Apa (antigeno rico en Prolina
y Alanina) esta glicosilada con manosas unidas a las treoninas T10, T18 y
T27 en el extremo amino y T277 en el extremo carboxilo, en enlaces al,2
(Dobos et al., 1996). Se sabe que la proteina Apa induce la proliferacién de
linfocitos T CD4" y que al eliminar sus azlcares se pierde el efecto de
induccion de la proliferacion en dichas células, lo que indica que su parte
inmunogénica son los carbohidratos (Horn et al., 1999).

Poco se sabe de la funcionalidad de la proteina Apa en M. tuberculosis.
Datos experimentales han sugerido la interaccion de Apa con el receptor de
células dendriticas DC-SIGN, el cual tiene actividad de lectina al reconocer
azucares, especificamente manosas, azucares que también presentan otras
estructuras de la de la pared celular de M. tuberculosis como son el
lipomanano o lipoarabinomanano y la lipoglicoproteina de 19kDa (todas
presentan manosas), dichas estructuras se cree pueden ser responsables de
la discriminacion entre bacterias del complejo de micobacterias de
crecimiento lento (M. tuberculosis, M. bovis, M. africanum) y micobacterias de
crecimiento rapido (M. smegmatis, M. marinum, M. avium entre otras) por

parte de las células dendriticas del sistema inmune (Pitarque et al., 2005).

Respecto a los mecanismos de glicosilacién, actualmente se sabe que M.
tuberculosis presenta en su genoma un gen que codifica una proteina
homéloga a la DPM, el gen Rv2051c o ppm (Gurcha et al., 2002) y un gen
gue codifica una proteina homologa a las PMTs de levadura, el gen Rv1002c
(VanderVen et al., 2005).
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A pesar de su similitud, la DPM de S. cerevisiae y la Ppm de M. tuberculosis
muestran importantes diferencias estructurales, ya que la Ppm de M.
tuberculosis no tiene el dominio de anclaje a membrana en el extremo
carboxilo-terminal como si lo presenta la DPM de S. cerevisae. Por otra
parte, la Ppm de M. tuberculosis presenta dos dominios: el domino Lnt,
localizado en el extremo amino-terminal es una region rica en segmentos
transmembranales y tiene actividad de aciltransferasa, cuya funcion es acilar
lipoproteinas de M. tuberculosis (Tschumi et al., 2009) y dominio Ppm,
localizado en el extremo carboxilo, tiene actividad de poliprenol fosfato
manosil sintasa. Los dominios Lnt y Ppm pueden ser separados fisicamente,
conservando el dominio localizado en extremo carboxilo su actividad
catalitica (transferir manosas al poliprenol membranal), la cual ha sido
demostrado en la glicosilacion de lipidos de la pared celular de M.
tuberculosis como son el lipoarabinomanano, lipomanano 'y

fosfatidilinositolmandésido (Gurcha et al., 2002).

La fusion de estos dos dominios en una sola proteina es el resultado de un
evento reciente de fusidbn génica pues en otras micobacterias y
corinebacterias ambos dominios estan como proteinas separadas
codificadas por genes contiguos. Aun asi, se sabe que los dominios Ppm y
Lnt de M. tuberculosis interaccionan fisicamente, resultado obtenido a través
de un ensayos de doble hibrido realizados con la Ppm y Lnt de M. smegmatis
y M. tuberculosis, lo cual sugiere una estabilizacion del dominio catalitico en

la membrana plasmatica por parte del dominio Lnt (Baulard et al., 2003).

La Pmt de M. tuberculosis al igual que su homdélogo en S. cerevisiae (Willer,
et al., 2003) conserva los aminoacidos D55 y E56 que participan en la
actividad catalitica de O-manosilacion de proteinas. La localizacion de la Pmt
en la membrana y el hecho de que varias proteinas glicosiladas de M.

tuberculosis tienen un péptido sefial de secrecion via sec, sugiere una
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posible asociacion entre estas dos vias (ver figura 2), dicha hipétesis ha sido
reforzada por los resultados obtenidos al expresar y evaluar la glicosilacion
de la proteina FbpC de M. tuberculosis (no se glicosila en M. tuberculosis)
fusionada a un péptido de la proteina Apa el cual si se glicosila y a un
péptido sefial para secrecion via sec; el resultado que se obtuvo fue la
glicosilacion la proteina FbpC fusionada al péptido de la proteina Apa y al
péptido sefal via sec; para determinar la relacién entre la secrecion via sec 'y
la glicosilacién, se fusioné a la proteina FbpC unida al péptido de la Apa, un
péptido de secrecién de una via alterna a sec de M. tuberculosis, y se
observé que la proteina no se glicosila, lo cual hace pensar que existe una
relacion entre la secrecion via sec y la glicosilacion de proteinas (VanderVen
et al., 2005).

Cell Wall

Figura 2: Mecanismo hipotético de glicosilaciéon de
proteinas en M. tuberculosis que propone una

interaccion entre la Pmt y Sec (Tomado de VanderVen

et al., 2005)
Cytosol

Decaprenyl phosphate

W)

Proximal mannose
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Respecto al sitio especifico de glicosilacion en las proteinas, no existe una
secuencia consenso, actualmente se ha determinado una probable regién de
O-manosilacién, basada en la espectrometria de masas del glicoproteoma
de M. tuberculosis en la cual se demuestra que las serinas 0 treoninas
glicosiladas estan rodeadas de prolinas y alaninas, y generalmente

localizadas en el extremo carboxilo (Smith et al., 2013).

Por dltimo, estudios recientes (Mohiman et al.,, 2012) realizados en
Corinebacterium glutamicum han demostrado que las lipoglicoproteinas
AmyE y LppX para que sean glicosiladas, es necesio que primero sean
aciladas, actividad enzimatica que lleva a cabo la enzima Lnt de C.
glutamicum, la cual es homloga a la Lnt de M. tuberculosis y S. coelicolor,
hasta el momento, no existen datos de la actividad de la enzima Lntl en S.

coelicolor.
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3. ANTECEDENTES

Investigacion previa de nuestro grupo de investigacion ha demostrado que la
proteina Apa de M. tuberculosis se expreso en S. lividans desde su propio
promotor asi como desde el promotor fuerte e inducible Pya de
Streptomyces. En este trabajo se observd que la proteina recombinante se
secreté al medio de cultivo, se glicosildo y fue inmunodetectada por el
anticuerpo monoclonal 6 A3 (especifico para la proteina Apa de M.
tuberculosis) con un doble marcaje de dos bandas de 45 y 47 kDa (Lara et
al., 2004). A diferencia de la proteina nativa, sélo la banda de 47 kDa
reacciono con concanavalina A y la electroforesis de doble dimension revel6
un solo punto isoeléctrico para la proteina recombinante. Las bandas de 45y
47 kDa de la proteina recombinante se purificaron individualmente y se
analizaron utilizando proteasas y secuenciacion del extremo amino-terminal;
los resultados del analisis revelaron que ambas bandas corresponden a la
misma proteina, lo que sugiere que la diferencia en el peso molecular ha
sido debido a diferencias en la glicosilacion; para demostrar que hay
diferencias en la glicosilacién entre la banda de 45 y 47 kDa de la proteina
recombinante Apa, se realiz6 una espectrometria de masas y se obsevaron
diferencias en la glicosilacién de los extremos amino y carboxilo de la Apa
recombinante. Ademas, nuestro grupo ha demostrado que la Apa
recombinante conserva sus propiedades antigénicas pues es reconocida por
el suero de pacientes con tuberculosis (Lara et al., 2004) lo que sugiere que
S. lividans posee un sistema de glicosilacion de proteinas similar al de M.
tuberculosis razon por la cual lo convierte en un modelo para el estudios de

los mencanismos de glicosilacion de proteinas de M. tuberculosis.
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4. JUSTIFICACION

Diversos estudios en M. tuberculosis han demostrado que varias de las
proteinas antigénicas estan glicosiladas y aciladas.

S. coelicolor comparte un sistema de glicosilacién (genes ppm y pmt) y
acilacion (Int) de proteinas homadlogos a los sistemas de M. tuberculosis; sin
embargo, poco se sabe acerca de los mecanismos de glicosilacién y
acilacion de proteinas en M. tuberculosis, en parte debido a las dificultades
técnicas para trabajar con dicha bacteria, ademas del lento crecimiento del
microorganismo Yy las estrictas condiciones de bioseguridad que se requieren

para su cultivo.

S. coelicolor es una excelente opcion para realizar estudios fisiologicos
relacionados con mecanismos de glicosilacion y acilacion de proteinas pues
se ha demostrado su capacidad de secretar y glicosilar proteinas, es una
bacteria de vida libre no patdgena y se han desarrollado varias técnicas de

biologia molecular para manipularla genéticamente.
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5. HIPOTESIS

El sistema de glicosilacion de proteinas de M. tuberculosis conformado por
las enzimas Ppm, Lnt y Pmt es funcional en S. coelicolor, lo cual permitird
generar una cepa de S. coelicolor productora de proteinas recombinantes

glicosiladas con el sistema de glicosilacion de M. tuberculosis.
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6. OBJETIVOS

1.-Obtener cepas de S. coelicolor con mutaciones nulas en los genes
sc01423 (codifica para Ppm), sco1014 (codifica para Lnt) y sco3154 (codifica
para Pmt) y evaluar el efecto de las mutaciones en la glicosilacién de la
proteina Apa de M. tuberculosis y del receptor del fago ®C31 de S.

coelicolor.

2.-Clonar los genes homdlogos de M. tuberculosis Rv2051c (codfica para Lnt
en extremo amino y Ppm en extremo carboxilo) y Rv1002c (codifica para
Pmt) y expresarlos en S. coelicolor para evaluar el restablecimiento de la
glicosilacion de la proteina Apa de M. tuberculosis y el receptor del fago

®C31 en S. coelicolor.
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7. MATERIALES Y METODOS

7.1.1 Condiciones de crecimiento bacteriano.

E. coli se creci6 en medio YT2X a 37°C (Sambrook y Russell, 2001). La
obtencién del micelio de S. coelicolor, las preparaciones de esporas, las
transformaciones con polietilenglicol, conjugaciones y la propagacién de
fagos se realizé en base a Kieser et al, 2000. Los ensayos de expresion de
proteinas se realizaron creciendo a S. coelicolor en medio LB con sacarosa
al 34%, la induccidon de la expresion de los genes que codifican para las
diferentes proteinas expresadas en S. coelicolor se realizé entre las 12 y 16

horas de crecimiento con 5 ug/mL de tioestrepton.

7.1.2 Obtencion de mutantes nulas en los genes sco3154, scol423 y

sc01014 en S. coelicolor.

Las mutantes nulas se obtuvieron en base al protocolo desarrollado por
Datsenko y Wanner (2000) sobre los cosmidos respectivos que llevan
clonada la region correspondiente para cada gen (Redenbach et al., 1996)
seguido por la recombiancion de las mutaciones en el cromosoma tal como
ha sido descrito por Gust et al (2004). Todas las mutantes nulas se
verificaron por PCR para confirmar el remplazo correcto del gen con una
secuencia de 81 pares de bases llamada secuencia cicatriz. Los cosmidos
gue se utilizaron en la generacion de mutantes nulas fueron St6D7A (para
gen scol423, ppm), StE87 (para gen sco3154, pmt) y 2StG2 (para gen
sc01014, Intl). La lista de oligos utilizados en el protocolo de mutagénesis

nulas esta reportada en la tabla 4.
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Las construcciones Y los procesos de purificacion de ADN han sido en base
a Sambrook y Russell (2001). La amplificacion de los genes por PCR se llevo
a cabo utilizando la enzima ADN polimerasa PfuUltraAD (Agilent
Technologies) y los protocolos de mutagenesis sitio dirigida utilizando el
protocolo Quick Change (Agilent Technologies).

7.1.3 Clonacion del gen Rv1860 que codifica para la proteina Apa en
pRT802.

La construccion Rv1860-plJ6021 (Lara et al., 2004) se digirié con Sacl y Sstl
para sacar el fragmento que codifica para la proteina Apa y el promotor de
Pipa y se clond en sitios romos en EcoRV de pRT802; el gen tsr se digirid
con Bcll del plJ486 y se clond en el sitio de BamHI del pRT802.

7.1.4 Clonacion y mutagénesis del gen Rv2051 (ppm) de M. tuberculosis
en plJ6902.

El gen Rv2051c se amplifico del ADN cromosomal de M. tuberculosis H37Rv
con los oligos Rv2051FOR y Rv2051REV bajo las siguientes condiciones:
95°C / 4 min---29 ciclos de: 95°C / 1 min---55°C /1 min---72°C / 8 min ---
extension final de 72°C / 5 min y se clon6 en pUCBM21 en el sitio ECORV.
Mediante el protocolo de mutagénesis sitio-dirigida Quick-change de
STRATAGENE se elimind un sitio interno de Ndel usando los oligos
mutNdelRv2051FOR y mutNdelRv2051REV vy se insertd el sitio Ndel al inicié
del gen usando los oligos mutagRv2051FOR y mutagRv2051REV. Los
plasmidos resultantes se verificaron por secuenciacion. Posteriormente, se
cloné en el plJ6902 en los sitios Ndel-EcoRlI, donde la expresion del gen esta

bajo el control del promotor de Pypa.
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La separacion del dominio catalitico (D2) de Rv2051c se realizé mediante la
insercion del sitio Ndel al inicio del fragmento del gen que codifica para el
dominio D2 utilizando el protocolo de mutagénesis sitio-dirigida Quick-change
de STRATAGENE vy los oligos MutagD2Rv2051FOR y MutagD2Rv2051REV.
Posteriormente se clono en el plJ6902 en los Ndel-EcoRI donde la expresion

esta bajo el control del promotor Pipa.

7.1.5 Clonacién del gen sco01423 (ppm) de S. coelicolor en pSET152.

El gen sco1423 se amplific6 de ADN cromosomal de S. coelicolor por PCR
usando los oligos SCO1423BFOR y SCO1423BREV y las siguientes
condiciones: 95°C / 4 min---29 ciclos de: 95°C / 1 min---55°C /1 min---72°C /
3 min ---extension final de 72°C / 5 min. Se clond en el pSET152 en el sitio
EcoRV.

7.1.6 Clonacion y mutagénesis del gen Rv1002c (pmt) de M.
tuberculosis en pl1J6902.

El gen Rv1002c se amplifico del ADN cromosomal de M. tuberculosis H37Rv
usando los oligos Rv1002FOR y Rv1002REV y se clono en el pSET152 en
los sitios Xbal- BamHI. En base al protocolo de mutagénesis sitio-dirigida
Quick-change de STRATAGENE se cambio el codon TTA::CTG con los
oligos mutTTARV1002FOR y mutTTARV1002REV y se inserto el sitio Ndel al
inicié del gen usando los oligos mutagRv1002FOR y mutagRv1002REV. El
plasmido resultante se verificO por secuenciacion. Posteriormente, se clono
en el plJ6902 en los sitios Ndel-BamHI, donde la expresion del gen esta bajo

el control del promotor Pijpa de Streptomyces.
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7.1.7 Clonacién del gen sco3154 (pmt) de S. coelicolor en plJ6902.

El gen sco3154 se amplific6 de ADN cromosomal de S. coelicolor por PCR
usando los oligos SCO3154UP y SCO3154DOWN bajo las siguientes
condiciones: 95°C- 4 min, 30 ciclos de 95°C-1"—55°C-1"—-72°C-
2’30"—Extencion final de 72°C-5’ y se cloné en pSET152.

7.1.8 Construccion de PMT quimericas.

Para construir la quimera 1 se amplific6 un fragmento de 173 pb que
corresponde a los primeros 55 aminoacidos de la Pmt de S. coelicolor
(sco3154) usando los oligos QUIM1FORXbalNdel y QUIM1REVAsp y se
subclon6 en el pUCBM21 en el sitio Xbal y Asp718 para posteriormente
clonarlo en fase con la Pmt de M. tuberculosis (Rv1002c) en los sitios Ndel-
Asp718. Una vez obtenida la fusion se clond en plJ6902 en los sitios Ndel-
BamHI.

La quimera 2 se realizé fusionando dos fragmentos de PCR. El primer
fragmento corresponde al primer dominio transmembrana y al loop
extracelular que tiene el sitio catalitico de la Pmt de S. coelicolor (sco3154),
para realizar el PCR se utilizaron los oligos QUIM1FORXbalNdel y
QUIM2INTEREYV, el segundo fragmento corresponde al gen completo de la
Pmt de M. tuberculosis (Rv1002c) el cual se amplifico por PCR utilizando los
oligos Rv1002 FOR y Rv1002_REV. Ambos fragmentos de PCR se
purificaron y se realizd6 un tercer PCR utlizando los oligos
QUIM1FORXbalNdel y QUIM2BamHIREV para hacer la fusién del fragmento
gue codifica para al primer dominio transmembrana y al loop extracelular que
tiene el sitio catalitico de la Pmt de S. coelicolor y el resto de la Pmt de M.
tuberculosis (Rv1002c). Posteriormente el producto de los dos fragmentos

fusionados se subclon6 en el pSET52 en los sitios Xbal-BamHI y se clon6 en
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el plJ6902 en los sitios Ndel-BamHI para expresarlo en Streptomyces. La

fusion se verificd por secuenciacion.

7.1.9 Clonacion de los genes utilizados en el ensayo de doble hibrido.

El gen scol014 (Int) se amplific6 usando los oligos DHSCO1014FOR vy
DHSCO1014REV y se clond6 en el pKT25 en los sitios BamHI-Pvull; el gen
scol423 (ppm) se amplific6 usando los oligops DHSCO1423FOR vy
DHSCO1423REV y se clond en el pUT18 en los sitios Pstl-BamHI. Como
control, el fragmento del gen Rv2051c que codifica para el dominio
transmembranal de Ppm de M. tuberculosis (Ppm-D1) se clono en los sitios
Pstl-BamHI en el pKT25 y el fragmento que corresponde al dominio catalitico
de Ppm de M. tuberculosis (Ppm-D2) se clond en los sitios Xbal-BamHI en el
pUT18. Las clonaciones se realizaron en fase con los dominios de la

adenilato ciclasa de Bordetella pertussis.

7.1.10 Fusion del epitope HA de la hemaglutinina del virus Haemphilus
influenza en el extremo carboxilo de la Pmt de M. tuberculosis y Pmt de

S. coelicolor para inmunodeteccion.

Mediante un PCR usando los oligos sco3154HAFOR y sco3154HAREV se
realizo la fusién del epitope HA (YPYDVPDYA, aminoacidos 98-106) al
extremo carboxilo de la Pmt de S. coelicolor; se subcloné en pSET152 en los
sitios Hindlll-Xbal para después clonarlo en plJ6902 en los sitios Ndel-Xbal.
Para fusionar el epitope de HA al extremo carboxilo de la Pmt de M.
tuberculosis se hizo un PCR wusando los oligos Rv1002cHAFOR vy
Rv1002cHAReyv; se subclondé en pSET152 en los sitios Xbal-BamHI para
después clonarlo en plJ6902 en los sitios Ndel-BamHI. Los plasmidos

resultantes fueron verificados por secuenciacion.
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7.2 Electroforesis desnaturalizante e Inmunoréplicas

Para la deteccion de la proteina Apa en los sobrenadante de los cultivos de
S. coelicolor, las proteinas se concentraron con metanol-cloroformo (Wessel
y Fligge, 1984).

Se prepararon geles de poliacrilamida al 10% (p/v) y SDS 0.1% (p/v),
posteriormente se realiz6 inmunotransferencia a membranas de PVDF
(Millipore) (Towbin, 1979). Las membranas obtenidas de las inumnorréplicas
se bloquearon con leche descremada al 5% (p/v) en TBS-Tween 20 (0.05%
v/v) (consultar la composicion de las soluciones en el anexo 3) para la
deteccion de las proteinas con anticuerpos y TBS con BSA 1% (p/v) para la
deteccion de carbohidratos con la lectina. La deteccion de la proteina Apa se
realizo utilizando el anticuerpo monocolonal MAb 6A3 1:1000 (Lara et al,
2004) y la deteccidon de los carbohidratos unidos a la proteina se realizé
utilizando la lectina concanavalina A (ConA)-peroxidasa (Sigma) 1:1000. La
deteccion del epitope HA se realizd utilizando el anticuerpo anti-HA-
peroxidasa (Roche) 5 ug/mL. El anticuerpo secundario utilizado fue anti-raton
inmunoglobulina G unido a peroxidasa 1:1000 (Sigma). La deteccion se
realizd por quimioluminiscencia (BM Chemiluminescence Western blotting Kit,
Roche).

7.3 Obtencion de la fraccibn membranal para ensayos de actividad

enzimatica in vitro de Ppm y Pmt

El micelio obtenido de los cultivos de S. coelicolor se lavd con un volumen de

PBS 1X pH=7.4 tres veces y se resuspendié en 25 mL de Solucion A
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(consultar la composicion de las soluciones en el anexo 3). Una vez
resuspendido, el micelio se sonico con 25 pulsos de 20 segundos cada uno,
enfriando dos minutos cada cinco pulsos. Una vez sonicado, el micelio se
centrifugé a 8 000 x g durante 1 hora a 4°C, se colect6 el sobrenadante y se
ultracentrifug6 a 100,000 x g durante 1 hora a 4°C. El sobrendante se
elimind y la pastilla obtenida (la cual corresponde a la membrana celular) se

resuspendio en el minimo volumen de Solucion A.

7.4 Ensayo de transferencia de manosas al poliprenol localizado en las

membranas de S. coelicolor

Como se describé con anterioridad (ver protocolo 7.3) se obtuvieron 30 ug de
proteinas membranales se incubaron con 62.5 uM ATP, 10 uM MgCl,y 2.4
uM GDP-[**C]Man (262 mCi/mmol, PerkinElmer Life) en un volumen final de
50 ul (ajustar con Solucién A) y se incubé a 37°C por 30 minutos. La
reaccion se detuvo agregando CHCI3;, CH3OH, 0.8 M NaOH (10:10: 3 v/iv) (4
ml /50 ul de reaccidn) seguido de una incubacién a 50 °C por 20 minutos.
Cumplido el tiempo, se agregaron 1.75 ml of CHCI3 and 0.75 ml de agua. La
fase organica se lavo tres veces con 2 ml of CHCI3;, CH30H, H,0 (3:47: 48
v/v) y la fraccion organica obtenida se seco con aire y se resuspendié en 200
ul de CHCI;CHOH (2 :1 v/v) para posteriormente correr en cromatografia de
capa fina (placas de aluminio y silica gel 60 Fy4 E-Merck, D-6100
Darmstadt) con una fase movil de CHCI3, CH30H, NH,OH, H,O (65: 25: 0.4 :
3.6 v/v). La autorradiografia se obtuvo por la exposicion del cromatograma a
placas fotograficas (Kodak X-Omat K XK-1) durante 5 dias a -70°C.

7.5 Ensayo de actividad in vitro de la enzima Pmt en membranas de

Streptomyces coelicolor



29

La reaccion in vitro fue llevada a cabo por la incorporacién de [**C] Manosa al
péptido sintético A3.

Como se describé con anterioridad (ver protocolo 7.3) 30 ug de proteinas
membranales se incubaron con 1.9 nM GDP-[*'C] Man (262 mCi/mmol,
PerkinElmer Life), 1 uM ATP, 10 uM MgCl,, 50 ug de proteina membranal,
1ImM DTT y 0.5 mg del péptido sintético A3 de la proteina Apa de M.
tuberculosis A3 ajustando a un volumen final de 160 ul (ver anexo 3) , la
reaccion se incubd a 37°C por 30 minutos. Posteriormente, la enzima se
inactivé calentado 2 min a 85 °C y se centrifugd a 13 000 x g media hora
para recuperar el sobrenadante. El sobrenadante se cargd en una columna
de exclusién molecular Econo-Column Bio-Rad (23 cm X 1.5 cm) empacada
con Bio-Gel P-2 fine (Bio-Rad). La elucion se realizé con agua a un flujo de
0.1 mL/min, se colectaron 100 fracciones de 0.5 mL, las cuales se mezclaron
con 5 ml de liquido de centelleo Ultima-Gold PerkinElmer. La radioactividad
se cuantifico en el contador de centelleo Beckman Coulter LS6500.

La confirmacion de la presencia 0 ausencia del péptido marcado
radioactivamente en las fracciones correspondientes a los picos obtenidos se
realizo por HPLC LC-10ATVP Shimatzu usando una columna C18 Bondapak
de 10 um, 4.6 mm X 30 cm, corrida isocratica acetonitrilo 15% y agua 85%
v/v, con un flujo de 1mL/min, la lectura de las muestras se realiz6 a una

longitud de onda A 220 nm.

7.6 Ensayo de localizacion de la enzima Pmt en la membrana celular de

S. coelicolor

El crecimiento de S. coelicolor se realizd como se ha reportado anteriormente
(ver seccién 7.1.1), el micelio se colecto y se centrifugé a 8 000 x g durante
10 min a 4°C para laverse cuatro veces con 20 mM Tris-HCI pH=8 a una
temperatura de 4°. El micelo lavado se resuspendié en 25 mL del solucion
de lisis [20 mM Tris-HCI pH 8,4 mM MgCl,, 4 mM DTT, tableta de inhibidores
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de proteasas en base al volumen (Roche)] y se sonico (25 ciclos de 20 s a
4°C) con intervalos de enfriamiento de 2 min. El desecho celular se eliminé
por centrifugaciéon 8 000 x g durante 1 hora a 4°C y el sobrenadante se
colecto para ultracentrifugar a 100 000 x g durante 1 hora a 4°C y asi obtener
el citoplasma el cual corresponde al sobrenadane y una pastilla la cual
corresponde a la membrana celular. La membrana obtenida se lavé con NacCl
250 mM de para remover proteinas no especificas asociadas a membrana.
Después del lavado se ultracentrifug6 a 100 000 x g durante 30 min a 4°C

para recuperar la pastilla la cual corresponde a la membrana celular.

7.7 Ensayo de actividad de B-galactosidasa (interaccion entre ppmD1y

ppmD2 de M. tuberculosis y sus homélogos en S. coelicolor)

El sistema de doble hibrido utilizado en este ensayo ha sido el reportado por
Karimova et al (1998) y Klepp et al (2009) el cual utiliza los plasmidos pKT25
y pUT18 los cuales tienen fusionados dos dominios de interaccion de la
adenilato ciclasa (codificad por el gen cya) de Bortella pertussis. Los ensayos
de interaccion se cuantificaron en base a la activida de la enzima B-

galactosidasa de acuerdo al protocolo de Miller, 1972.
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8. RESULTADOS Y DISCUSION

8.1 La actividad de la enzima Ppm es necesaria para la glicosilacion de
la proteina Apa de M. tuberculosis en S. coelicolor.

En trabajos previos (Cowlishaw y Smith, 2002) se ha reportado la
participacion del producto del gen scol1423, el cual corresponde a la enzima
Ppm (poliprenol-fosfato-manosa sintasa) en el sistema de glicosilacién de
proteinas de S. coelicolor, la manera de demostrarlo fue utilizando al receptor
del fago ®C31 de S. coelicolor el cual esta glicosilado, de tal forma que si el
receptor tiene carbohidratos unidios, el fago ®C31 lo reconocera y podra
infectar a S. coelicolor y lisar a las células, lo cual se observa con la
formacion de placas; por lo tanto, si el receptor del fago no esta glicosilado,
el fago ®C31 no lo reconocera y no podra infectar y lisar a S. coelicolor, por
lo tanto, no abra formacion de placas. El receptor del fago ha sido utilizado
en los ensayos de este trabajo como sustrato de glicosilacion para observar

la actividad de las enzimas que participan en la via de glicosilacion.

Las mutantes nulas fueron generadas utilizando el protocolo de mutagenésis
PCR-targeting el cual consiste en intercambiar por recombinacién homéloga
el gen de interés por un cassette de resistencia a un antibiotico teniendo la
opcidn posteriormente de eliminar el cassette y asi obtener una mutante nula
sin resistencia al antibiotico lo cual nos permite utilizar una gran variedad de
plasmidos para los ensayos de expresion. De esta manera, el gen scol423
(ppm) fue eliminado en S. coelicolor J1928 y a dicha cepa se le nombré
como IB31. La eliminacion del gen scol423 de S. coelicolor J1928 se

verifico por PCR, como se observa en la figura 1.
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Figura 1. Verificacion de la eliminacion del gen ppm (scol1423) por PCR. El carril 1
corresponde al marcador de masa molecular, el 2 al gen scol423 amplificado de la cepa
silvestre (1.5 kilobases), el carril 3 al gen sco1423 eliminado y substituido por el cassette de
apramicina (2 kilobases) y el carril 4 al gen scol1423 eliminado y substituido por los sitios
FRT (cicatriz) (0.7 kilobases).Kb significa kilobases.

Una vez verificada la eliminacion del gen scol423, se realizaron ensayos de
infeccién con el fago ®C31 y como se observa en la figura 2 imagen 1, el
fago ®C31 reconoce a su receptor glicosilado, por lo tanto pude lisar a las
células lo que se observa con la formacion de placas, evento que no ocurre
al eliminar el gen scol1423 (figura 2, imagen 2) lo cual confirmé que Ppm®®

es requerida para la infeccion del fago ®C31.
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1 2 3 4 5

Figura 2 Ensayo del restablecimiento de la glicosilacion con la enzima Ppm de M.
tuberculosis en S. coelicolor Appm (IB31). Formacion de placas en S. coelicolor (1), 1B31
(Appm) (2), IB31 complementada con pL13 (Ppm de S. coelicolor) (3), IB31 complementada
con pBL10 (dominios D1 (Lnt) y D2 (Ppm) de la enzima Ppm de M. tuberculosis) (4) e IB31
complementada con pBL11 (dominio D2 de la enzima Ppm de M. tuberculosis) (5). Se
inocularon 1X108 unidades formadoras de placas del fago ®C31 en todas las cepas.

Para determinar si Ppm>® es requerida para la glicosilacién de la proteina
Apa de M. tuberculosis en S. coelicolor, se clono el gen Rv1860 en el vector
integrativo pRT802 donde su expresion esta bajo el promotor Pypa (pBL1,
tabla 5) y el plasmido resultante se introdujo a la cepa silvestre (J1928) y a la
cepa mutante Appm (IB31). La proteina Apa de M. tuberculosis se expresay
se secreta al medio de cultivo en S. lividans (Lara et al., 2004), por lo tanto,
la proteina Apa fue colectada del sobrenadante del medio de cultivo de S.
coelicolor (S. lividans y S. coelicolor son bacterias muy cercanas
genéticamente), se precipitd por metanol-cloroformo y se detecto por
inmunorréplicas tipo Western Blot utilizando el anticuerpo monoclonal 6A3
gue reconoce a la proteina Apa como se observa en la figura 3 a carril 1;
para detectar la presencia de carbohidratos en la proteina se utilizo la lectina
concanavalina A como se observa en figura 3 b carril 1, lo cual nos permite
concluir que S. coelicolor fue capaz de expresar, secretar y glicosilar a la

proteina Apa como ya se habia demostrado en S. lividans (Lara et al., 2004).
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Figura 3. Efecto de la eliminacién del gen ppm (sc01423) que codifica para PpmSCO y
complementacion con su homologo de M. tuberculosis.(a) Inmunodeteccion de Apa de
M. tuberculosis usando MAb 6 A3y (b) deteccién de la glicosilacion usando concanavalina A
en S. coelicolor (carril 1), IB31(carril 2), IB31 que expresa la enzima Ppm de S. coelicolor
(carril 3), IB31 que expresa los dominios D1 (Lnt) y D2 (Ppm) de la enzima Ppm de M.
tuberculosis (carril 4) e IB31 que expresa el dominio D2 (Ppm) de la enzima Ppm de M.
tuberculosis (carril 5).

En contraste con S. lividans, la proteina Apa secretada por S. coelicolor fue
blanco de degradacion, lo cual fue revelado por la presencia de bandas que
migran con una masa molecular menor a la de la proteina completa (ver
figura 3 y figura 13 marcas con asterisco), las cuales no se observaron al
expresarla en S. lividans (Lara et al.,, 2004), esto es consistente con la
observacion por otros grupos de que S. coelicolor es mas proteolitico que S.

lividans (Kieser et al., 2000; Jayapal et al., 2007 ).

Al analizar los sobrenadantes de la mutante ppm IB31, se observo que la
proteina Apa se expreso y se secretd, como lo demuestra la deteccion con el
anticuerpo monoclonal 6A3 (figura 3 a carril 2) pero no se encontraba
glicosilada y migraba con una masa molecular menor respecto a la proteina
Apa expresada en la cepa silvestre (figura 3 b carril 2). Estos resultados

0o

sugieren que la enzima Ppm°® es esencial para la glicosilacion de la

proteina Apa en S. coelicolor.

8.2 Restablecimiento de la actividad de Ppm en S. coelicolor A ppm por

la enzima Ppm de M. tuberculosis.
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Para determinar si la actividad de la enzima Ppm de S. coelicolor 1B31
(Appm) puede ser restablecida por la enzima Ppm de M. tuberculosis, el gen
Rv2051c fue amplificado a partir de ADN de M. tuberculosis H37Rv y se
clon6 en plJ6902 donde su expresion esta bajo el control del promotor Pijpa
(pldsmido pBL10, tabla 1); el gen ppm de S. coelicolor (sco1423) mas su
region promotora se amplificaron de ADN de S. coelicolor y se cloné en el
vector pSET152 como control control positivo del restablecimiento de la
actividad enzimética (plasmido pBL13, tabla 5). Al realizar el ensayo de
glicosilacion utilzando al receptor del fago ®C31 como sustrato de
glicosilacion en la cepa de S. coelicolor Appm IB31 complementada con
pBL10 y pBL13, los cuales expresan los genes de Ppm“™ y PpmS®
respectivamente, se observo que el fago reconoce al receptor glicosilado, por
lo que infecto y liso las células lo que se observa en la formacion de placas
(figura 2 imagenes 3 y 4), por lo tanto podemos concluir que la enzima Ppm
de M. tuberculosis es funcional en la via de glicosilacon de S. coelicolor. Para
demostrar que la enzima Ppm de M. tuberculosis participa en la glicosilacion

Mtu

de la proteina Apa, las cepas IB31 complementada con pBL10 (Ppm™) e

Sco

IB31 complementada con pBL13 (Ppm>") fueron transformadas por
protopolastos con el plasmido pBL1 (construccién con el gen Rv1860 que
codifica para la proteina Apa) y postreriormente se realizaron cultivos y
ensayos de expresion de las enzimas Ppm de M. tuberculosis y S. coelicolor
ademas de la proteina Apa de M. tuberculosis la cual fue colectada de los
sobrenadantes del medio de cultivo. La proteina Apa se precipitd con
metanol-cloroformo y se realizaron inmunorréplicas por Western Blot donde
se observo que en ambas cepas la proteina Apa se expreso (ya que pudo
ser detectada con anticuerpo monclonal) (figura 3 a carriles 3 'y 4) y se
restablecié la glicosilacion, lo cual fue demostrado por el reconocimiento con

concanavalina A (figura 3 b carriles 3 y 4), por lo tanto, nos permite concluir
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gue la enzima Ppm de M. tuberculosis participa en la via de glicosilacién de

la proteina Apa de M. tuberuculosis en S. coelicolor.

Para demostrar la actividad in vitro de Ppm"™ en S. coelicolor, se realizaron
ensayos de marcaje del lipido de memebrana poliprenol fosfato de S.

coelicocolor con manosa marcada con carbono 14.

Estudios previos han demostrado que S. coelicolor posee un poliprenol
fostado de 45 carbonos (Wehmeier et al., 2009), por lo tanto se realizaron
extractos membranales de S. coelicolor silvestre y se incubaron con GDP-
manosa marcada con carbono 14 para determinar la actividad de la enzima
Ppm la cual consiste en transferir manosa unida a GDP al poliprenol, el
resultado obtenido se muestra en la figura 4 carril 1 de la cromatografia en
capa fina donde se observa una banda la cual corresponde al poliprenol
manosilado de S. coelicolor silvestre, mientras que en el ensayo de actividad
catalitica realizado con el extracto membranal obtenido de la cepa IB31 (S.
coelicolor Appm) no se observo marcaje (figura 4 carril 2). La restauracion de
la actividad catalitica con la Ppm>®°y Ppm"" en la cepa IB31 (S. coelicolor
Appm) fue confirmada a través del ensayo in vitro pues se observé marcaje
del poliprenol fosfato en las membranas de la cepa mutante complementada
con pBL13 (Ppm°®°) y pBL10 (Ppm™) (ver figura 4 carriles 3 y 4)

confirmando que la enzima Ppm™™ es funcional en S. coelicolor.
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Figura 4. Marcaje in vitro del poliprenol fosfato de membrana con GDP-[**C]-Manosa.
Cromatografia de capa fina de los productos marcados con GDP-[**C]-Manosa de la fraccién
membranal de: S. coelicolor silvestre (carril 1) donde se observa el poliprenol manosilado,
IB31 (Appm) (carril 2), IB31 complementada con pBL13 (Ppm>®) (carril 3), IB31

Mtu

complementada con pBL10 (Ppm™) (carril 4) e IB31 complementada con pBL11 (D2-
Ppm™) (carril 5). O significa Origen de corrida, ppm poliprenol manosilado y F frente de
corrida.

PpmM" es una proteina compuesta por dos dominios distintos. El dominio
amino terminal D1 (Met1-Tyr593) es un dominio hidrofébico con actividad de
aciltransferasa de lipoproteinas (Lnt), y el dominio carboxilo terminal D2
(Met594-Glu874) tiene la actividad catalitica de Ppm (Gurcha et al., 2002;
Tschumi et al., 2009). Por lo tanto, decidimos analizar si el dominio D2 de la
Ppm de M. tuberculosis es funcional en ausencia del dominio D1. Para
demostrarlo, el dominio D2 fue clonado en el vector plJ6902 donde su
expresion esta bajo el promotor Pypa (pBL11) y fue introducido a la mutante
de S. coelicolor Appm IB31. Las figuras 2 imagen 5 y la tabla 1 demuestran

Y aislado es suficiente para

que la expresién del dominio D2 de Ppm™
complementar la mutacién de S. coelicolor Appm (IB31) tanto in vivo como in

vitro, ya que se observo la restauracion de la formacion de placas del fago
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®C31 (figura 2 placa 5), la reactividad de la proteina Apa con la ConA (figura

3 b carril 5) y el marcaje in vitro del poliprenol fosfato (figura 4 carril 5).

Cepa Plasmido pfu/ml? eop”
J1928 (cepa Ninguno 3.96x10° 1.00
silvestre)
IB31 (Appm) Ninguno - -
IB31 (Appm) pBL13 (Ppm>) 3.32x10° 0.84
IB31 (Appm) pBL10 (Ppm™™) 4.00x10° 1.01
IB31 (Appm) pBL11 (D2-Ppm™") 3.90x10° 0.98
IB25(Apmt) Ninguno - -
IB25(Apmt) pBL12 (Pmt>®) 3.04x10° 0.77
IB25(Apmt) pBL9 (Pmt™™) - -
IB65 (Alnt1) Ninguno 2.60x10° 0.66
IB67 (Appm Alnt1) Ninguno - -
IB67 (Appm Alnt1) pBL13 (Ppm>°) 3.40x10’ 0.86
IB67 (Appm Alnt1) pBL11 (D2-Ppm™) 2.60x10° 0.66

Tabla 1. Eficiencia de la formacion de placas con el fago of ®C31 en la cepa silvestre y
mutantes. * El mismo lisado de fagos fue usado en todas las cepas. ® Eficiencia en la
formacién de placas relativas a la cepa silvestre J1928.

8.3 El homdlogo de la enzima Lnt de M. tuberculosis no es esencial

para la glicosilacion de la proteina Apa en S. coelicolor.

En micobacterias y corinebacterias, Lnt y Ppm son dominios funcionales de
la misma proteina (como en M. tuberculosis) o de proteinas separadas
codificadas por genes contiguos acoplados traduccionalmente (Gurcha et
al., 2002) y como ya se ha demostrado en este trabajo, Ppm de M.
tuberculosis y S. coelicolor participa en la via de glicosilacion de proteinas
mientras que la actividad de Lnt en la via de glicosilacion de proteinas no ha

sido estudiada previamente en S. coelicolor. Recientemente ha sido
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demostrada en Streptomyces scabies la presencia de dos genes que
codifican proteinas homologas a la enzima Lnt de M. tuberculosis. La enzima
nombrada como Lntl comparte un 44% de identidad con la enzima Lnt de M.
tuberculosis y tiene actividad de aciltransferasa, mientras que la actividad de
la enzima nombrada como Lnt2, la cual comparte un 26% de identidad con la
enzima Lnt de M. tuberculosis, es poco clara (Widdick et al., 2011). El
genoma de S. coelicolor muestra que, al igual que en S. scabies, existen dos
genes que codifican para proteinas homologas a la Lnt de M. tuberculosis.
Para evaluar la participacién de la enzima Lntl de S. coelicolor en la via de
glicosilacion de proteinas, mediante el protocolo de PCR-tageting que se
menciona con anterioridad se obtuvo la mutante nula IB65 en el gen Intl
(sc01014) de S. coelicolor J1928, la cual se verifico por PCR (figura5 (a) ) y
secuenciacion (figura 5 (b) ).

(a) (b)
1 2 3 4 5 6
N N N . - A
>SCO1014-FLP
[ ) CCCGTCGCGCGCGGCCGCGGTGATCAGCGACCAGGAGGCGCAGGCGGCGAG
GATCACCATCCCCGCCATGTCGACGCCGCCGTGTCTTGGGCCGTCCGCGACCGCACCGGC
CGCAGACGCCGTCCCCCTCGAACCCACCGTGTCCCCCGCCCGCGTCGCCCCCGACCTGAC
(o) GGGCCCCCGCCGCCCGGCGGAATCGGACCGGCGACCGGGGCTCGGCCACACCGTAACGGC
TGGTCGGCGGATTGTGGACCGGTCGGCGCCCGGTTGTGGCGAAACGATGCGGCACAGGTC
f— GCCCACGGCCCGCCGACGTCCTCGGACCGTCCTGTCCACGGCCAGGTCACCCGCCGTACA
Kb P—t CTCCGGGGG GTG ATTCCGGGGATCCGTCGACC TGCAGTTCGAAGTTCCTATTCTCTAGAA
—— AGTATAGGAACTTC GAAGCAGCTCCAGCCTACATAGCCGTACGCCCGGTGCACGCCCCGC
2.1 —-— - R — GACGACGGCGGGAGCGGTCCGGCCGCCCCGTTAGGGTCGGACGCATGGCTACTCCCGATT
1.9 P TCATCCGCGACCTGCGCGCCTCGGCCGGACATCAACTCCTCTGGCTCCCCG
B

>SCO1014
GATTGTGGACCGGTCGGCGCCCGGTTGTGGCGAAACGATGCGGCACAGGTCGCCCACGGC
CCGCCGACGTCCTCGGACCGTCCTGTCCACGGCCAGGTCACCCGCCGTACACTCCGGGGG
GTGACAGCCACCGCAACCACCGTCGGCGAGCCGGACCGGACGCAACCGCAGACCACGCCC
GCCTCCCGGGCCGTCTCGCGACTCGCGCGCCTCCTCCCGGCCGCCGCCGCTGCGCTCTCC. ..

0.8

...ACCGGCATGTTCGTGGCCGACTCCCTGGTGCAGGAGGTGCCCCTGCGCTCCTCCGAGACG
CCCGCCACCCGGCTCGGCATCGCACCCGAGATCGCCCTGGTGCTGGTCGCCGCCGGCGGG
CTCGGCTGGGCCGTCGGCGCCGGTGTGCGCGGTCGACGCGCCCGTGACGTGTAGCCGTAC
GCCCGGTGCACGCCCCGCGACGACGGCGGGAGCGGTCCGGCCGCCCCGTTAGGGTCGGAC
GCATGGCTACTCCCGATTTCATCCGCGACCTGCGCGCCTCGGCCGGACATCAAC

0.5

Figura 5. Verificacién de la mutacién del gen sco1014 de S. coelicolor por PCR (a) y
por secuencia (b). La imagen (a) corresponde al PCR. El carril 1 es el marcador de masa
molecular, el carril 2 al gen scol014 amplificado de la cepa silvestre (2.2 kilobases), los
carriles 3 y 4 al gen scol014 mutado y substituido por el cassette de apramicina (1.9
kilobases) y los carriles 5 y 6 al gen scol014 mutado y substituido por los sitios FRT
(cicatriz) (0.59 kilobases) La imagen (b) representa el andlisis de la secuencia. La secuencia
A es la obtenida de la reaccién de la mutante, en rojo estan el codén de inicio (GTG) y el de
término (TGA) y subrayados estan los sitios FRT del cassette de apramicina. La secuencia B
corresponde a una parte de la secuencia del gen sco1014 flanqueado por 120 pb obtenidas
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del genoma de Streptomyces coelicolor http://strepdb.streptomyces.org.uk en rojo estan el
coddn de inicio (GTG) y el de término (TGA).Kb significa kilobases.

Una vez verificada la eliminacion del gen Intl, se evalu6 su participacion en
la via de glicosilacién de proteinas de S. coelicolor utlizando al receptor fago
®C31 como sustrato de glicosilacion. En la figura 6 y tabla 1 se muestra que
el fago ®C31 formo placas en S. coelicolor Intl (IB65); ademas, la proteina
Apa obtenida del sobrenadante del cultivo de la mutante Intl de S. coelicolor
fue reconocida por la concanavalina A lo que demuestra que la proteina esta
glicosilada (figura 6), por lo tanto podemos concluir que el producto del gen
Intl es dispensable en la via de glicosilacion de proteinas en S. coelicolor.

(a) (b)

Figura 6. Efecto de la eliminacion del gen Intl (sco1014) en la via de glicosilacion de
proteinas (a) Formacién de placas en S. coelicolor J1928 (imagen 1), IB31 (Appm1) (imagen
2) como control negativo y S. coelicolor mutado en Intl IB65 (Ascol014) (imagen 3). Se
inocularon 1X10° unidades formadoras de placas del fago ®C31 en todas las cepas. (b).
Inmunodeteccion de la proteina Apa usando el anticuerpo monoclonal 6 A3 (A) y deteccion
de la glicosilacion de la proteina Apa con la lectina Concanavalina A (B) en S. coelicolor
(carril 1), IB31 (carril 2) e IB65 (Alnt) (carril 3).

Trabajos previos han demostrado que la actividad Lnt del dominio D1 de
PpmM ha sido requerida para la actividad total de la enzima Ppm y se
especuld que su funcion podria ser de dominio de anclaje a la membrana
para la enzima Ppm™" (D2) (Gurcha et al., 2002). Por lo tanto, decidimos

probar la funcionalidad del dominio D2 de la enzima Ppm™" en ausencia de


http://strepdb.streptomyces.org.uk/
http://strepdb.streptomyces.org.uk/
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la enzima Ppm®® y de la enzima Lntl en S. coelicolor, para lo cual mediante
el protocolo de mutagenesis PCR-targeting se obtuvo una doble mutante en
los genes ppm y Intl de S. coelicolor (IB67) la cual fue verificada por PCR

(figura 7).

(a)
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Figura 7: Verificacién de la doble mutante: gen sc01014 (Intl) y gen sco1423 (ppm). La
imagen (a) corresponde a la verificacién de la mutacion del gen scol1014 de S. coelicolor por
PCR. EIl carril 1 corresponde al marcador de masa molecular, el 2 al gen scol014
amplificado de la cepa silvestre (2.2 kilobases), los carriles 3 al 6 al gen sco1014 mutado y
substituido por los sitios FRT (cicatriz) (0.59 kilobases). La imagen (b) corresponde a la
verificacion de la mutacién del gen sco1423 de S. coelicolor por PCR. El carril 1 corresponde
al marcador de masa molecular, el 2 al gen scol423 amplificado de la cepa silvestre (1.5
kilobases), los carriles 3 al 6 al gen sco1423 mutado y substituido por los sitios FRT (cicatriz)
(0.7 kilobases).

El gen que codifica para la enzima Ppm>® clonado en el vector pSET152
(plasmido pBL13) al igual que el gen que codifica sélo para el D2 de la
enzima Ppm™" clonado en el plJ6902 (plasmido pBL11) fueron introducidos
en la doble mutante Appm y Alntl (IB67) y analizados en base a la capacidad
de restablecer la infeccidn del fago ®C31 a través de la glicosilacion de su

receptor.
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Los resultados se muestran en la figura 8 y en la tabla 1 donde, como se
esperaba, el fago ®C31 fue incapaz de formar placas en la doble mutante
Appm Apmt de S. coelicolor IB67 (figura 8, imagen 1), mientras que la
formacién de placas en la doble mutante IB67 fue restablecida por la

complementacién del gen que codifica para la enzima Ppm®°

(figura 8,
imagen 2) y también por el gen que codifica para el D2 de la enzima Ppm™"
(figura 8, imagen 3) lo cual demuestra que la actividad de la enzima Ppm es

independiente de la enzima Lntl en S. coelicolor.

1

Figura 8. Efecto de la eliminacidon de los genes ppm (sc01423) y Int (scol1014) de S.
coelicolor y restauracién de actividad catalitica con el dominio 2 de Ppm de M.
tuberculosis. En la imagen 1 se observa la ausencia en la formacién de placas en la doble
mutante S. coelicolor A Int1Appm (IB67) y restablecimiento de la glicosilacién observado con
la formacién de placas en IB67 (Appm Alnt) expresando la enzima Ppm de S. coelicolor
(placa 2) e IB67 (Appm Alnt) expresando el dominio 2 de la enzima Ppm de M. tuberculosis
(placa 3). Se inocularon 1X10° unidades formadoras de placas del fago ®C31 en todas las
cepas.

Con base en esta observacion y a la diferencia en el arreglo de los genes
Int y ppm entre Mycobacterium spp. y Streptomyces spp. (figura 9), nos
preguntamos si se conserva la interaccion proteina-proteina entre las

enzimas Lntl y Ppm de S. coelicolor como ocurre con los homélogos de M.
tuberculosis Lnt (D1) y Ppm (D2) de la enzima Ppm"" (Baulard et al., 2003).
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D1 D2
Rv2051c i M. tuberculosis
D1 D2
ML1441 T ML1440 > M. leprae
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D1 D2
sof 45N S ch_154o> C. glutamicum
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l SVE_0677 o= | 1| sve_t014 > S. venezuelae
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SAV_1422 | { | sAv_6923 S. avermitilis

Figura 9. Arreglo gendmico entre los genes que codifican para las enzimas Ppm y Lnt
de varias especies del género Mycobacterium spp. y Streptomyces spp. Como se
observa en la figura, en la Ppm de M. tuberculosis los dominios D1 (Lnt) y D2 (Ppm) estan
fusionados en una sola proteina, en M. leprae D1 y D2 estan sobrelapados 3 nt, en C.
glutamicum D1 y D2 estan separados por 33 nt y en el caso de S. coelicolor, S. venezuelae y

S. avermitilis estan separados por cientos de nucleétidos.

Para responder esta pregunta, los genes Intl y ppm se clonaron en los
plasmidos pKT25 y pUT28 resptectivamene para quedar en fase con el
fragmento correspondiente al gen cya (adenilato ciclasa de Bordetella
pertusiis) los cuales forman parte del sistema de doble hibrido de Karimova
et al, 1998; pB18 y pB19 respectivamente, ver tabla 5) y se evalud la
interaccion proteina-proteina a través de la actividad de la enzima pB-
galactosidasa en una mutante cya de E. coli; como control postivo de la
interaccion, el fragmento del gen Rv2051c correspondiente al D1 (Lnt) y el

Y también fueron clonados en los

correspondiente al D2 (Ppm) de Ppm™
plasmidos pKT25 y pUT18 respectivamente (pBL16 y pBL17, tabla 5). Los
dominios D1 y D2 de Ppm™" interaccionaron como se evidencié al observar
el incremento en la actividad de la enzima p-galactosidasa en las cepas que
expresaban Lnt (pBL16) y Ppm (pBL17) de M. tuberculosis, comparados con
los niveles de actividad basal observados con uno o ambos vectores vacios

(figura 10 (a)). Por otra parte, en las cepas que se expresaron Lntl (pBL18)
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y Ppm (pBL19) de S. coelicolor no se observo un incremento de la actividad
de la enzima p-galactosidasa respecto a la actividad basal de la enzima
(figura 10 (b)), demostrando que las enzimas Lntl y Ppm de S. coelicolor no
interaccionan, resultado consistente con la observacion de que la enzima

Lntl es dispensable para la actividad catalitica de la enzima Ppm en S.

coelicolor.
(a) (b)
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Figura 10. Andlisis por doble hibrido de la interaccion proteina-proteina de los
dominios D1 (Lnt) y D2 (Ppm) de Ppm de M. tuberculosis y Lntl y Ppm de S.
coelicolor. (a) Control positivo de interaccion entre D1(Lnt) y D2 (Ppm) de la Ppm de M.
tuberculosis. Interaccién de pKT25-Int + pUT18-ppm en E.coli A cya. Los resultados son el
promedio de la actividad de la enzima B-galactosidasa expresada en unidades Miller de tres
cultivos independientes. Las barras representan la desviacién estandar. Sélo los dominios
D1 (Lnt) y D2 (Ppm) de la enzima Ppm de M. tuberculosis muestran una incremento en la
actividad de la enzima B-galactosidasa la cual es estadisticamente significativa respecto a
los cultivos control (P>0.01) determinado por la prueba t-Student. (b) Andlisis por doble
hibrido de la Interaccion entre Lntl y Ppm de S. coelicolor. Interaccion de pKT25-Intl +
pUT18-ppm en E.coliAcya, no se observa un incremento en la actividad de la enzima f-
galactosidasa estadisticamente significativo. Las mediciones se realizaron de tres cultivos
independientes.

8.4 La manosiltransferasa de proteinas de S. coelicolor es requerida

para la glicosilacion de la proteina Apa.

El gen pmt (sco3154) de S. coelicolor codifica una manosiltransferasa
(Pmt>®°), la cual es fundamental para infeccién del fago ®C31 y para la

glicosilacion de la proteina PstS de S. coelicolor (Cowlishaw & Smith, 2001;



45

Sco

Wehmeier et al., 2009). La enzima Pmt es homéloga a la

manosiltransferasa de proteinas de M.

Mtu

tuberculosis (Pmt™"). Por lo tanto, se analizé

la posibilidad de que la enzima Pmt>*° de S.

Kb coelicolor fuera la responsable de manosilar a

- la proteina Apa de M. tuberculosis en S.

19 coelicolor. Para demostrarlo, se obtuvo una
mutante nula mediante el protocolo de
o8 mutagenesis PCR-targeting en el gen pmt de
S. coelicolor (IB25), la cual fue verificada por

PCR (figura 11).

0.5

Figura 11. Verificacion de la eliminacion del gen sco3154 (Pmt de S. coelicolor) por
PCR. EIl carril 1 corresponde al marcador de masa molecular, el 2 al gen sco3154
amplificado de la cepa silvestre (2.3 kilobases), los carriles 3 y 4 al gen sco3154 mutado y
substituido por el cassette de apramicina (1.8 kilobases) y los carriles 5y 6 al gen sco3154
mutado y substituido por los sitios FRT (cicatriz) (0.6 kilobases). Kb significa kilobases.

Al realizar el ensayo de glicosilacion de proteinas utilizando al receptor del
fago ®C31 el cual se sabe esta glicosilado, se observé que el fago ®C31 fue
incapaz de formar placas en la cepa IB25 (S. coelicolor A pmt) (figura 12,
imagen 2); ademas, la proteina Apa expresada y colectada del sobrenadante
de un cultivo de S. coelicolor A pmt (IB25) no se glicosild, ya que la proteina
no fue reconocida por la concanavalina A (figura 13 (b) carril 2), comparada
con la misma proteina Apa obtenida de los sobrenadantes de la cepa

silvestre ( figura 13 (b) carril 1). Esto significa que la Pmt>®

(la cual es
responsable de la glicosilacion del receptor del fago ®C31 y la proteina PstS
de S. coelicolor) también es responsable de glicosilar a la proteina

heter6loga Apa de M. tuberculosis.
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Figura 12. Efecto de la eliminacion del gen pmt de S. coelicolor y restablecimiento de
la glicosilacién con su homologo de M. tuberculosis. Formacién de placas en S.
coelicolor silvestre (1), IB25 (Apmt) (2), IB25 complementada con pBL12 (expresa la Pmt de
S. coelicolor), (3) IB25 complementada con pBL9 (expresa la Pmt de M. tuberculosis)(4) y
como se observa, la Pmt de M. tuberculosis no es capaz de restablecer la actividad
enzimatica en S. coelicolor mutada en la pmt e IB25 complementada con pBL20 (quimera 1)
(5). Se inocularon 1X10° unidades formadoras de placas del fago ®C31 en todas las cepas.

MU en S. coelicolor es

La expresion heteréloga de la enzima Pmt
particularmente importante en la sintesis de glicoproteinas micobacterianas
en Streptomyces, ya que dicha enzima es responsable del reconocimiento de
los sitios blancos de la glicosilacion en la proteina; estudios recientes
basados en la espectrometria de masas del glicoproteoma de M. tuberculosis
han demostrado que las serinas o treoninas glicosiladas estan rodeadas de
prolinas y alaninas, y generalmente estan localizadas en el extremo carboxilo
(Smith, et al., 2013). De tal forma, que en el caso de que hubiera diferencias
en los patrones de glicosilacion podrian ser debidos a un reconocimiento
diferente de los sitios blancos de glicosilacion por parte de las enzimas Pmt

MW an S. coelicolor

de S. coelicolor y M. tuberculosis; asi, la expresion de Pmt
produciria potencialmente proteinas micobacterianas recombinantes
glicosiladas de manera similiar a las producidas en M. tuberculosis pero con
la ventaja de se expresadas en una bacteria no patdgena de uso industrial

como lo es S. coelicolor.
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Figura 13. Efecto de la eliminacion del gen pmt de S. coelicolor y restablecimiento de
la glicosilacion con su homologo de M. tuberculosis. (a). Inmunodeteccion de Apa
usando el anticuerpo monoclonal 6 A3 y (b) deteccion de la glicosilacion usando
concanavalina A en S. coelicolor (carril 1), IB25 (S. coelicolor A pmt) (carril 2), IB25
complementada con pBL12 (expresa la Pmt de S. coelicolor) (carril 3), IB25 complementada
con pBL9 (expresa la Pmt de M. tuberculosis) (carril 4) e IB25 complementada con pBL20
(Quimera 1) (carril 5).

Para responder la pregunta de si Pmt""

Mtu

es funcional en S. coelicolor, el gen
Rv1002c (el cual codifica para Pmt™") fue amplificado por PCR y clonado en
el vector plJ6902 donde su expresion esta bajo el promotor Pypa (Un codon
de leucina TTA fue remplazado por CTG a traves de mutagénesis sitio
dirigida para asegurar su traduccion ya que TTA es un codon poco frecuente
en S. coelicolor). Al realizar el ensayo de glicosilacion con el fago ®C31 no
se observo la formacion de placas en S. coelicolor pmt complementado con
Pmt™™ (1B25-pBL9; figura 12, imagen 4) lo que si ocurrié al expresar su
propia Pmt>®° (pBL12, ver figura 12, imagen 3). Para explicar esta
observacion, hipotetizamos que quiza la Pmt™" si era funcional en S.
coelicolor pero su especificidad no le permitia reconocer a la proteina
receptora del fago ®C31. Por lo tanto, los plasmidos pBL9 y pBL12 que

MUy Pmt>° fueron

expresan los genes que codifican para las enzimas Pmt
introducidos en la cepa de S. coelicolor A pmt que expresa la proteina Apa.
Solo la proteina Apa expresada en la mutante pmt de S. coelicolor
complementada con Pmt>®° fue glicosilada (figura 13 (b) carril 3), mientras
gue la proteina Apa obtenida de los sobrenadantes del cultivo de S.
coelicolor A pmt complementada con pBL9 (el cual expresa la enzima Pmt“")

no se glicosilé (figura 13 (b) carril 4). Se observé un poco de degradacion
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proteica, lo cual fue mas evidente en la proteina Apa que no esta glicosilada
(marcado con los asteriscos en la figura 13) debido a la alta actividad
proteolitica de S. coelicolor (Kieser et al., 2000; Jayapal et al., 2007). Con

base a estos experimentos podemos concluir que la Pmt"™

es incapaz de
complementar la actividad de manosiltransferasa en la mutante de S.
coelicolor pmt.

Mtu

Al no observar actividad enziméatica de Pmt™" en la mutante de S. coelicolor

A pmt, se penso en la posibilidad de que la falta de complementacién pudiera

Mtu

ser debido a que la enzima Pmt™ no se localizara correctamente en la

membrana de S. coelicolor.

Para evaluar esta posibilidad, se fusion6 a las proteinas Pmt un epitope de

Mtu Sco

Hemaglutinina (HA) en el extremo carboxilo, tanto de Pmt™™ como de Pmt
(como control positivo de localizacion membranal), dichas fusiones se
realizaron mediante un PCR y se clonaron en el plJ6902 donde su expresion
esta bajo el promotor Pspa (pB14 y pBL15 respectivamente, tabla I). Ambos
plasmidos fueron introducidos en la mutante de S. coelicolor A pmt (IB25) y
después de la induccion de la expresion de los genes que codifican para las
enzimas Pmt, el micelio fue centrifugado y sujeto a fraccionamiento celular
para separar citoplasma y membrana celular; posteriormente se analizé por
inmunorréplicas tipo Western blot y utilizando el anticuerpo monoclonal anti-
HA la expresion y localizacion de las enzimas Pmt de S. coelicolor y M.
tuberculosis. La enzima Pmt>®°-HA fue localizada en la fraccién membranal y
no en el citoplasma (figurald a carriles 1 y 2). Se verificé que la Pmt de S.
coelicolor fusionada al epitope HA conservara su actividad catalitica, la cual
fue evaluada a través de la glicosilacion del receptor del fago ®C31 (dato no
mostrado). Al evaluar la expresion y localizacion de la enzima Pmt""-HA en
Mut

la mutante de S. coelicolor A pmt, se observé que la enzima Pmt™" se

expreso y se localizé en la membrana de S. coelicolor y no en el citoplasma
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Mtu

(figura 14 a carriles 3 y 4), lo que demostré que la enzima Pmt™ esta

localizada correctamente en S. coelicolor. Por lo tanto, una localizacion
incorrecta no fue la causa de la falta de glicosilacion en la mutante de S.

coelicolor A pmt (IB25) complementada con Pmt"".

a b
Apmt Apmt
+HA-pmtS=  +HA-pmtM= s QHAAﬁ)’::l.“ 0“:3)’:1‘"
kDa S Y 2 W e
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100 — 100 —
5= 78—
50 — 9=
37 — 37 —
1 2 3 @4 1 2 3 4
Figura 14. Localizacién de la enzima de Pmt>®° y Pmt"™ en membranas de S. coelicolor. a.

Inmunodeteccion por Western Blot de las enzima Pmt>*° fusionada al epitope HA obtenida
de la fraccion membranal (imagen a, carril 1) y la fraccién citoplasmatica (imagen a, carril 2)
expresada en S. coelicolor A pmt e inmunodeteccién de la enzima Pmt'™ fusionada al
epitope HA obtenida de la fraccion membranal (imagen a, carrii 3) y la fraccion
citoplasmatica (imagen a, carril 4) expresada en S. coelicolor A pmt. La deteccién se realizé
utilizando un anticuerpo monoclonal comercial anti-HA. b. Tincién azul de Coomassie como
control de carga.

Aunque ambos genes estan expresados a partir de un promotor fuerte de

Mtu

Streptomyces, la cantidad de la proteina Pmt™ observada fue menor

Sco (

respecto a la enzima Pmt para asegurar que no es un efecto de carga se

muestra una tincion con azul de Commassie como control; ver figura 14 b).

Mtu

Ademas, se observé un poco de degradacion de la Pmt™ expresada en la

mutante pmt de S. coelicolor, hecho probablemente explicado por la gran

cantidad de proteasas que secreta Streptomyces coelicolor (Jayapal et al.,

Mtu

2007). Para descartar que la falta de actividad de Pmt™" S. coelicolor A pmt

Sco

era debida a una menor cantidad de proteina respecto a la Pmt™>" se realiz6

un ensayo de restablecimiento de la glicosilacion del receptor del fago ®C31
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con los niveles de expresion basales del promotor Pypa. El resultado obtenido
(figura 15) demostré que los niveles de expresion basales de Pmt>®° fueron
suficientes para complementar la actividad de manosiltransferasa en S.

coelicolor A pmt.

wild type

Apmt Apmt + pmt>®®

Apmt + pmtMu Apmt + pmRNSS  Apmt + pmtMu-NITS

4 5

Figura 15. Ensayos de restablecimientpo de la actividad catalitica de la Pmt de M.
tuberculosis en S. coelicolor A pmt evaluada sélo con la expresion basal del promotor
Pipa. Formacion de placas en S. coelicolor (1), IB25 (A pmt) (2), IB25 complementada
pBL12 (expresa la Pmt de S. coelicolor), (3) IB25 complementada con pBL9 (expresa la Pmt
de M. tuberculosis) (4) IB25 complementada con pBL20 (quimera 1) (5) e 1B25
complementada con pBL21 (quimera 2) (6). Se inocularon 1X10° unidades formadoras de
placas del fago ®C31 en todas las cepas.

Los resultados obtenidos sugieren que existe una diferencia entre las

Sco Mtu Mtu

enzimas Pmt>" y Pmt™" que impiden la actividad de Pmt™" en S. coelicolor.

Mtu

La manosilacién de proteinas por Pmt™ esta asociada con la translocacion

via Sec y se ha propuesto que se requiere una interaccion fisica entre Pmt y
Sec en la via de glicosilacion de proteinas (VanderVen et al., 2005); por lo

Mtu

tanto, la incompatibilidad de la enzima Pmt™ en la mutante pmt de S.

coelicolor, podria ser explicada por una incompatibilidad entre la enzima Pmt
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de M. tuberculosis y el sistema Sec de Streptomyces. Para determinar si
existen diferencias importantes a nivel de secuencia proteica de las enzimas
Pmt"™ y Pmt>®°, se realiz6 un alineamiento (utilizando el programa ClustalW2

http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalw?/) de la secuencia proteica de varias

manosiltransferas de algunas especies de los géneros Streptomyces spp. y
Mycobacterium spp.; el andlisis del alineamiento mostré claras diferencias en
el extremo amino-terminal entre las manosiltransferas del género
Streptomyces spp. y las del género Mycobacterium spp. (anexo 1). Con base
a predicciones topoldgicas de la estructura de las manosiltranferasas de
proteinas (Pmt) de Saccharomyces cerevisiae, el extremo amino-terminal
esta localizado en el lado citoplasmatico de la célula (Lommel & Strahl,
2009). Esta region podria ser importante para la funcionalidad de la enzima
Pmt de S. coelicolor (por ejemplo, podria ser requerida para interacciéon con
Sec), por lo tanto, fueron creadas dos versiones modificadas del gen
Rv1002c que codifican para proteinas quiméricas la cuales fueron clonadas
en el vector plJ6902. La primer quimera (pBL20, Tabla 5, anexo 2)

corresponde a la fusién de los primeros 55 aminoécidos de la enzima Pmt>°

al extremo amino-terminal de la Pmt"“, |a cual fue nombrada como Pmt"t*>®:

la segunda quimera (pBL21, Tabla 5, anexo 2) corresponde a la fusion de los

Sco

primeros 178 aminoacidos de Pmt™™" el cual incluye el primer loop

extracelular donde estan localizados aminoacidos importantes para la

actividad catalitica (VanderVen et al., 2005), region que sustituye a su

Mtu

equivalente en Pmt™" (anexo 1). Al introducir pBL20 a S. coelicolor A pmt

IB25, la quimera Pmt™“*°

no complement6 la actividad de glicosilacion
evaluada a través del receptor del fago ®C31 (figura 12, imagen 5) donde se
observo que no hay formacion de placas, por lo tanto el receptor no esta
glicosilado y el fago no puede infectar y lisar a S. coelicolor, ni a través de la
glicosilacion de la proteina Apa evaluada por el reconocimiento con
concanavalina A (figura 13 (b) carril 5). Por lo tanto la quimera 1 Pmt>*°*>® no

es funcional. Por otra parte, cuando pBL21 fue introducido a la mutante pmt


http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalw2/
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de S. coelicolor 1B25, el micelio creci6 solamente bajo condiciones no
inducidas (con la expresion basal del promotor Prpa), Y N0 complemento la
actividad de glicosilacion (figura 15, imagen 5); la adicion de tioestrepton
para inducir la expresién de la quimera 2 (pBL21) resulté en un fenotipo de
letalidad (figura 16), posiblemente por la formacion de una proteina con un
plegamiento aberrante que resulta toéxica a S. coelicolor o por una interaccién
entre la proteina quimérica y Sec que afect6 la actividad de secrecion de
proteinas (Mirjam et al., 2011). Intentamos demostrar la existencia de una
interaccion fisica entre proteinas del sistema Sec y la enzima Pmt de S.
coelicolor a través del sistema de doble hibrido de Karimova et al (1998) pero

no se obtuvieron resultados significativos (datos no mostrados).

(a) -Th (b) +Th (5ug/ml)
Apmt (pB21) Apmt (pB21)

=

Apmt (pB20)
Wild type (plJ6902)
Apmt (pB20)
Wild type (plJ6902)

Apmt (plJ6902) Apmt (plJ6902)

Figura 16. Expresion de la quimera 1 y la quimera 2 en S. coeliclor Apmt en
condiciones basales e inducidas. En la imagen (a) se observa el crecimiento en medio MS
con apramicina a los cinco dias a 30°C sin inducir la expresioén las quimeras. En la imagen
(b) se observa el crecimiento en medio MS con apramicina a los cinco dias a 30°C

induciendo la expresioén de las quimeras 1y 2 con 5ug/mL de tioestrepton. Como se aprecia,
la expresién de la quimera 2 en S. coelicolor A pmt le resulta letal.

Estudios recientes han sugerido que la interaccion entre las enzimas Pmt y
Lnt de corinebacterias es esencial para la actividad de manosiltransferasa de
proteinas, pues en ausencia de la enzima Lnt no se detectaba la glicosilacion
de lipoproteinas (Mohiman et al, 2012). Las micobacterias estan

filogenéticamente relacionadas con las corinebacterias, por lo tanto, es
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MU o fuera funcional en S. coelicolor

concebible la posibilidad de que Pmt
porque es incapaz de interaccionar con la enzima Lntl de S. coelicolor.
Nuestros resultados revelan que la enzima Lntl no es necesaria para la

Sco

actividad de Pmt en S. coelicolor, lo cual muestra una diferencia

fundamental entre estos dos grupos bacterianos.

Al no observar actividad de la enzima Pmt“t

en S. coelicolor A pmt in vivo,
consideramos la posibilidad de detectar la actividad enzimatica realizando
ensayos in vitro basados en estudios previos donde se utilizé al péptido A3
de la proteina Apa como sustrato de glicosilacion y extractos membranales
de Mycobacterium smegmatis (Cooper et al., 2002). Como se observa en la
figura 17 (a), el ensayo realizado utililando la fraccion membranal de S.
coelicolor silvestre demostr6 que fue la enzima Pmt>° fue capaz de
manosilar al péptido A3 de la proteina Apa de M. tuberculosis, mientras con
la fraccion membranal obtenida de la mutante pmt de S. coelicolor (IB25) no
se observd manosilacion del péptido A3 . Al introducir el plasmido pBL12 que

Sco

porta el gen que codifica para la enzima Pmt>" en S. coelicolor A pmt (IB25)

la actividad in vitro fue restablecida, o que no ocurrié al expresar la enzima
Pmt"" (figura 17 (b) ).
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Figura 17. Manosilacién del péptido A3 in vitro. Se observa el marcaje con GDP-[*C]-
Manosa del péptido sintético después de 30 minutos de incubacion a 37°C con extractos
membranales de la cepa silvestre como control positivo (imagen (a), circulos sélidos) donde
sobresalen dos picos: de las fracciones 31 a 43 corresponden al péptido A3 y 48 a 60
corresponden a la marca radioactiva no incorporada. Como control negativo (imagen (a),
circulos vacios) se uso un extracto membranal de la cepa IB25, la cual al estar mutada en la
pmt endégena no manosila al péptido y so6lo se observa el pico de las fracciones 48-60 que
corresponden a la marca no incorporada. Al restablecer la activdad enzimatica de S.
coelicolor A pmt con la Pmt de S. coelicolor (imagen (b), circulos sélidos) se observa el
mismo patron de dos picos que la cepa silvestre de las fracciones 31 a 43 corresponden al
péptido A3 manosilado y las fracciones 48 a 60 corresponden a la marca radioactiva no
incorporada. Al hacer el ensayo de restablecimiento de la actividad enzimatica expresando la
pmt de M. tuberculosis (imagen ( b), ciruclos vacios) se observa sélo un pico de la fraccion
48 a 60 la cual corresponde a la marca radioactiva no incorporada, igual que en la cepa
mutada en el gen pmt ( IB25) por lo que se concluye que la Pmt de M. tuberculosis no tiene
actividad en S. coelicolor.

Figura 18. Demostracion de la presencia del péptido A3 manosilado eluido de las
fracciones 31 a 43 obtenidas del ensayo de manosilacion in vitro analizadas por HPLC.
La imagen A corresponde al péptido A3 estandar analizado el cual se observa entre los 4 y
12 minutos. La imagen B corresponde al péptido manosilado por la Pmt de S. coelicolor
colectado en las fracciones 36 a 41. La imagen C corresponde a la fracciones 51 a 56
demostrando que pico obtenido corresponde a marca no incorporada y no al péptido
manosilado.

Mtu

Este resultado demostré que la enzima Pmt™", a pesar de ser expresada y

localizada correctamente en la membrana de S. coelicolor pmt no es

funcional en este organismo y reforzé la idea de que la enzima Pmt"™ no es

capaz de formar una interaccién productiva con el sistema Sec de S.
coelicolor y que la interaccion especifica ya sea con el sistema Sec o con la

enzima Lnt es necesaria para la actividad de la enzima Pmt™".

Como ha sido demostrado hasta este momento, la enzima Pmt™ es
altamente especifica, lo que significa que la estrategia de expresar

glicoproteinas de M. tuberculosis utilizando un organismo hospedero como lo
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S. coelicolor, el cual posee un sistema de glicosilacion homologo, es mas
viable que intentar la expresion heterdloga del sistema de glicosilacion de
proteinas de M. tuberculosis en S. coelicolor.
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9. CONCLUSIONES.

Con base a los resultados obtenidos podemos concluir que la enzima Ppm
de M. tuberculosis es funcional en S. coelicolor.

Ademas, la enzima Lntl de S. coelicolor es dispensable en la via de
glicosilacion de proteinas y la enzima Pmt de M. tuberculosis no es funcional
en S. coelicolor a pesar de que se expresa y se localiza en la membrana,
probablemente debido a una incompatibilidad con el sistema Sec de S.

coelicolor.
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10. PERSPECTIVAS

Evaluar la posibilidad de que la falta de actividad de la Pmt de M.
tuberculosis en S. coelicolor sea debida a la incompatibilidad entre la Pmt de
M. tuberculosis con la Ppmy Lntl de S. coelicolor, pues tal vez es necesaria

la formacion de un complejo entre Ppm, Lntl y Pmt de M. tuberculosis.

Ademas, seria interesante analizar el mecanismo de glicosilacion de

lipoglicoproteinas de M. tuberculosis en S. coelicolor.



11. ANEXO 1. Alineamiento.
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Alineamiento de la secuencia protéica de la enzima Pmt de algunas especies
género Streptomyces spp. y Mycobacterium spp.
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Alineamiento de la secuencia protéica de la enzima Pmt de algunas
especies género Streptomyces spp. y Mycobacterium spp. utilizando el
programa  clustalW  (http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalw?2/). Los
aminoé&cidos que participan en la catalisis se encuentran conservados entre
las Pmt los cuales corresponden a R39, D55, E56 y R119 (indicados con
flechas). Los aminoécidos subrayados corresponden a los utilizados en la
construccién de las quimeras, quimera 1 (Pmt>*™") corresponde a los
primeros 55 amino&cidos de la Pmt de S. coelicolor y quimera 2 (Pmt'#*M)
corresponde a los primeros 178 aminoacidos de la Pmt de S. coelicolor.
SCO_3154 Streptomyces coelicolor A3 (2) NP_627370. SAV_3592
Streptomyces avermitilis MA-4680 NP_824769. SCAB_53791 Streptomyces
pristinaespiralis ATCC 25486 ZP_06911304. SVEN_2974 Streptomyces
venezuelae ATCC 10712 CCA56260. Mtu_Rv1002c Mycobacterium
tuberculosis H37Rv NP _215518. Mav_1126 Mycobacterium avermitilis
AOQBUO. Mle_0192c Mycobacterium leprae TN Q9CD61.



http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalw2/
http://www.uniprot.org/uniprot/A0QBU0
http://www.uniprot.org/uniprot/Q9CD61

12. Anexo 2. Tablas.

TABLA 2. Cepas utilizadas en este trabajo.
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Cepas Genotipo relevante Referencia
Escherichia coli
BW 25113 A(araD-araB)567, Alacz4787(::rrnB-3), Datsenko 'y Wanner
lambda-, rph-1, A(rhaD-rhaB)568, hsdR514 | (2000) Baba et al,
(2006)
DH5a F- endAl ginV44 thi-1 recAl relAl gyrA96 | Meselson, 1968
deoR nupG ®80dlacZAM15 A(lacZYA-
argF)U169, hsdR17(rK- mK+), A—
SURE endAl gInV44 thi-1 gyrA96 relAl lac recB | Stratagene

recJ sbcC umuC::Tn5 uvrC el4- A(mcrCB-
hsdSMR-mm)171  F[ proAB+ laclq
lacZAM15 Tn10

ET 12567 (pUZ8002)

dam-13::Tn9, dcm-6, hsdM

MacNeil et al, 1992

IBEC58 Adam Adcm AhsdRMS derivative of | Gonzalez-Cerén et al.,
BW25113. 2009
CON1 W3110 Acya-1400 Tellez-Sosa et al, 2002

Streptomyces coelicolor

M145 SCP1, SCP2 Hopwood et al.,
1985

J1928 pglY::aadA Pgl” Bedford et al,1995

IB11 M145Asc03154::FLP Este trabajo

IB25 J1928Asc03154::FLP Este trabajo

IB23 M145Asc01423::FLP Este trabajo

IB31 J1928Asc01423::FLP Este trabajo
M145Asco01014::FLP Este trabajo

IB65 J1928Asc01014::FLP Este trabajo
M145Asc01423Asc01014::FLP Este trabajo

IB67 J1928Asc01423Asc01014::FLP Este trabajo

IB23 M145Asc01423::FLP Este trabajo

IB31 J1928Asc01423::FLP Este trabajo

Bacteriofago

®C31 KC519 ¢ attP” derivado del actinofago ® C31 Rodicio y Chater (1988)




TABLA 3. Plasmidos utilizados en este trabajo.
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Plasmidos | Caracteristicas Referencia

plJ790 Sistema A-RED, resistencia a cloranfenicol. Gust et al, 2002

pCP20 FLP recombinasa, inducible a 42°C. Datsenko y Wanner, 2000

plJ6902 apra”, promotor tipA, sitio att del fago ®C31 en | Huang et al., 2005
genoma de Streptomyces

pRT802 kan®, sitio att del fago ®BT1 en genoma de | Gregory et al., 2003
Streptomyces

pSET152 apra”, sitio att del fago ®C31 en genoma de | Bierman et al., 1992
Streptomyces

pKT25 kan®, derivado de pACYC184 MCS en fase con | Karimova et al., 1998
los aminoacidos 1-224 de la adenilato ciclasa de
Bordetella pertusiss

puUT18 ampi", derivado de pUC18 MCS en fase con los | Karimova et al., 1998

aminoacidos 225-399 de la adenilato ciclasa de
Bordetella pertusiss




TABLA 4. Oligonucléotidos utilizados en este trabajo.
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Oligonucleotidos

Secuencia

Referencia

SCO3154FOR 5-GAACGTATCCGCACCCGGGAGGGCCATGCA | Este trabajo
(mutacién pmt S. coelicolor) CGGGACGTGATTCCG GGG ATC CGT-3
SCO3154REV 3-GGCGCTCCGCCGTGCCCTCATGACGGGCCC | Este trabajo

(mutacién pmt S. coelicolor)

GGCCGGCTATGTAGGCTGGAGCTGCTTC-%

SC0O3154UP
(Verificacion de la mutaciéon pmt
S. coelicolor)

5-GACTCGTTGCCCTCGAAGTA-3’

Este trabajo

SC0O3154DOWN
(Verificacion de la mutacion pmt
S. coelicolor)

3-TACTTGCCCCTGTTGTTCGT-5’

Este trabajo

SC01423 FOR
(mutacién ppm S. coelicolor)

5-TTATGGTGGTAGGGGCAGTGATTCCGGGGA
TCCGTCGACC-3

Este trabajo

SC01423 REV
(mutacién ppm S. coelicolor)

3-TGCCTGGCCCCGGCTCAGTGCCGCATAAGA
GGGCGGTCATGTAGGCTGGAGCTGCTTC-5

Este trabajo

SC01423B FOR
( verificacion de mutacion ppm
S. coelicolor)

5-CATTGACCTCAAAGGTGCAG-3’

Este trabajo

SC01423B REV
(verificacion de la mutacién ppm

3-AGGAGCAGGAAGACCATGAA-5

Este trabajo

S. coelicolor)

SCO1014FORred 5-GTCCACGGCCAGGTCACCCGCCGTACACTC | Este trabajo
(mutacion Intl S. coelicolor) CGGGGGGTGATTCCGGGGATCCGTCGACC-3
SCO1014REVred 3'-CCCGCCGTCGTCGCGGGGCGTGCACCGG Este trabajo

(mutacion Intl S. coelicolor)

GCGTACGGCTATGTAGGCTGGAGCTGCTTC-5

SC01014UP
(Verificacion de la mutacién Intl
S. coelicolor)

5-ACCGCGAGCAGCACAC-3

Este trabajo

SC01014DOWN
(Verificacion de la mutacién Intl
S. coelicolor)

3-AAGACGACGGCGGTGA-5

Este trabajo

Rv1002_FOR (clonacién del gen

5-GACTCTAGAGAAGGGCCGTCACGC-3

Este trabajo

Rv1002c con su propio

promotor)

Rv1002_REV (clonacion del gen | 3-CGGATCCGCAGATCACCGCCAGCTGGG-5 Este trabajo
Rv1002c con su propio

promotor)

mutTTARv1002FOR (cambio | 5-CCCCTGGACCGGCTGCGCGGCTGGATC-3 Este trabajo

codén TTA por CTG en Leu22
del gen Rv1002c)

MutTTARV1002REV (cambio
codon TTA por CTG en Leu22
del gen Rv1002c)

3-GATCCAGCCGCGCAGCCGGTCCAGGGG -5’

Este trabajo

mutagRv1002FOR  (Insercion | 5-CCCGAGGAGCCTCATATGGTACCCGTCGTC- | Este trabajo
sitio Ndel al inicio del gen | 3

Rv1002c)

mutagRv1002REV  (Insercion | 3-GACGACGGGTACCATATGAGGCTCCTCGGG- | Este trabajo
sitio Ndel al inicio del gen |5
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Rv1002c)

Rv2051FOR (clonacién del gen | 5-ACGCCGGGGACTTTGAC-3’ Este trabajo
Rv2051c con su  propio

promotor)

Rv2051REV (clonacion del gen | 3-CGTTCCATCGAAGAACTCG-5 Este trabajo
Rv2051¢c con su  propio

promotor)

mutNdelRv2051FOR
(eliminacion de sitio interno Ndel
del gen Rv2051c)

5-GGCCGCGTGCATCTGCCTGGTCTTG-3

Este trabajo

mutNdelRv2051REV
(eliminacion de sitio interno Ndel
del gen Rv2051c)

3'-CAAGACCAGGCAGATGCACGCGGCC-%Y

Este trabajo

mutagRv2051FOR  (Insercion | 5-CGCCGGCGCCTGCATATGAAGCTTGGCGCC- | Este trabajo
sitio Ndel al inicio del gen | 3

Rv2051c)

mutagRv2051REV  (Insercion | 3-GGCGCCAAGCTTCATATGCAGGCGCCGGCG- | Este trabajo
sitio Ndel al inicio del gen |5

Rv2051c)

MutagD2Rv2051FOR: (insercién
del sitio Ndel en el inici6 del
dominio catalitico D2 del gen
Rv2051c)

5-CATCGAGGAGTTACATATGACCACCGGCCA
GCC-3

Este trabajo

MutagD2Rv2051REV (insercién
del sitio Ndel en el inici6 del
dominio catalitico D2 del gen

3-GGCTGGCCGGTGGTCATATGTAACTCCTCG
ATG-5

Este trabajo

Rv2051c)
Sco3154UP 5-GACTCGTTGCCCTCGAAGTA-3’ Este trabajo
Sco03154DOWN 3-TACTTGCCCCTGTTGTTCGT-5’ Este trabajo

SCO01423BFOR (clonacion del
gen scol423 con su propio
promotor)

5-CATTGACCTCAAAGGTGCAG-3’

Este trabajo

SCO1423BREV (clonacion de
gen scol423 con su propio
promotor)

3-AGGAGCAGGAAGACCATGAA-5’

Este trabajo

sc03154HAFOR (clonacién del
gen sco3154 fusionado con
epitope HA)

5-CCCAAGCTTCATATGCACAGCGCGGTTCCC-
3!

Este trabajo

sC03154HAREV (clonacién del
gen sco3154 fusionado con
epitope HA)

3-CGGTCTAGATCAGGCGTAGTCCGGGACGTC
GTACGGGTAGCCGCCGACCCACGTGTCGAGCC
-5

Este trabajo

Rv1002cHAFOR (clonacion del
gen Rv1002c fusionado con

5-CATTCTAGACATATGGTACCCGTCGTCAGC
CC-3

Este trabajo

epitope HA)

Rv1002cHARev (clonacién del | 3-CCGGGATCCTCAGGCGTAGTCCGGGACGTC | Este trabajo
gen Rvl1002cfusionado con | GTACGGGTAGCCGCCCCGCCAGCTGGGCAGC-

epitope HA) 5

DHNRV2051FOR (clonacién del | 5-AAAACTGCAGTGAAGCTTGGCGCCTGG-3 Este trabajo
fragmento del gen que

corresponde al dominio Lnt en
pKT25)

DHNRV2051REV (clonacién del
fragmento del gen que

3-GCGGGATCCGTAACTCCTCGATGTTGCTCT
GT-5

Este trabajo
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corresponde al dominio Lnt en
pKT25)

DHCRvV2051FOR (clonacion del
fragmento  del gen que
corresponde al dominio Ppm en
puUT18)

5-GCTCTAGAAATGACCACCGGCCAGCC-3

Este trabajo

DHCRV2051REV (clonacion del
fragmento  del gen que
corresponde al dominio Ppm en
puUT18)

3-CGGAATTCTTTTCGGTCACGTCGGCG-5

Este trabajo

DHSCO1014FOR (clonacion del
gen scol014 en pKT25)

5-GGGCTGCAGTGACAGCCACCGCAACC-3

Este trabajo

DHSCO1014REV (clonacion del
gen sc01014 en pKT25)

3-CCTCTAGACTACACGTCACGGGCGC-5

Este trabajo

DHSCO1423FOR (clonacion del
gen scol1423 en pKT25)

5-TGCCTGCAGGGTGAACGACGGCGACGG-3

Este trabajo

DHSCO1423REV (clonacion del
gen sco1423 en pKT25)

3-GGGGGATCCGGGCCTTGGCGTCGGAC-5

Este trabajo

QUIM1FORXbalNdel

5-CATCTTAGACATATGCACAGCGCGGTTCCC-
3!

Este trabajo

QUIM1REVASsp

3-CGACGGGTACCACCAGCCGGTCGCG-5

Este trabajo

QUIMZINTERev

3'-AACCGCCAGCCGAATCCCGGGTCGAAGCCG
AAC-5’

Este trabajo

QUIM2BamHIREV

3-CCCCGCTGCATGTCCGGATCCGC-5

Este trabajo




TABLA 5. Construcciones realizadas en este trabajo.
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Construccion.

pL1

pRT802 con el gen tsr y gen Rv1860 (codifica para la proteina
Apa de M. tuberculosis bajo el promotor tip A)

Este trabajo

pL9 plJ6902 con el gen Rv1002c (pmt de M. tuberculosis) mutado en | Este trabajo
Leu22 TTA por remplazo con CTG clonado bajo el promotor de
PtipA

pL10 plJ6902 con Rv2051 (ppm de M. tuberculosis) clonado bajo el | Este trabajo
promotor de Pypa

pL11 plJ6902 con el Dominio2 del gen Rv2051(ppm M. tuberculosis) | Este trabajo
clonado bajo el promotor de Pypa

pL12 plJ6902 con el gen Rv1002c (pmt de S. coelicolor) clonado bajo | Este trabajo
el promotor de Pypa

pL13 pSET152 con el gen scol423 (ppm de S. coelicolor) expresado | Este trabajo
desde su propio promotor.

pL14 plJ6902 con el gen sco3154 (pmt de S. coelicolor) fusionado con | Este trabajo
el epitope HA en el carboxilo clonado bajo el promotor de Pipa

pL15 plJ6902 con el gen Rv1002c (pmt de M. tuberculosis) fusionado | Este trabajo
con el epitope HA en el carboxilo clonado bajo el promotor de
Pripa

pL16 pKT25 con la parte del gen Rv2051c que codifica para el dominio | Este trabajo
Lnt (Met1-Tyr593) de M. tuberculosis.

pL17 pUT18 con la parte del gen Rv2051c que codifica para el dominio | Este trabajo
Ppm (Met594-Glu874) de M. tuberculosis

pL18 pKT25 con el gen sco1014 (Intl)de S. coelicolor Este trabajo

pL19 pUT18 con el gen sco1423 (ppm) de S. coelicolor Este trabajo

Quimera 1: pL20

plJ6902 clonado bajo el promotor de Pypa con los primeros 55 aa
del gen sco3154 (pmt de S. coelicolor) fusionados al gen
Rv1002c (pmt) de M. tuberculosis

Este trabajo

Quimera 2: pL21

plJ6902 clonado bajo el promotor de Py,a con el gen Rv1002c
modificado por remplazo del extremo amino y primer loop
extracelular del gen sco3154 que codifica para la proteina Pmt de
S. coelicolor

Este trabajo




13. Anexo 3. Medios y soluciones

Medio Manitol-Soya
Para 1 Litro:

Manitol. ... 20 gr
Harina de Soya........cooviiiiiiiiii e 20 gr
Aguadelallave.........coooiiiiiiii 1Lt

AGAr .o 1.5 gr por cada 100 mL
Medio SOB

Para 1 Litro:

Triptona. ..., 20 gr
Extracto de levadura.............c.coooiiiiiiiin 5 gr
NaCl. o 0.5¢gr
KCI 250mMmM StocK.......covviiiiiiiiieee 10 mL
Ajustar a pH=7 con NaOH 1M

Agua desionizada............ooeviiiiiiii 1Lt

Tris 25 mM, EDTA 25 mM pH=8
Para 100 mL:

TrS AM StOCK ..., 2.5 mL
EDTAOSMPH=8. ..., 5mL
Agua desionizada.............c.cooeiiiiiiiii aforar a 100 mL

Esterilizar a 121°C por 15 minutos.

Tris 10 mM, EDTA 0.1 mM pH=8
Para 100 mL:

TrS IM StOCK ...vveiiee 1 mL
EDTAOSMPH=8. ..., 20 pL
Agua desionizada .............cceoiiiiiii aforar a 100 mL

Esterilizar a 121°C por 15 minutos.
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Acetato de potasio 3M pH=4.8
Para 100 mL:

Acetato de potasio..........coviiiiiiiiii 29.442 gr
Agua Milli-Q.........ooooviiiiii 15 mL
Acido acéticoglacial............c.coooiiiiiii 80 mL

Esterilizar a 121°C por 15 minutos.

Acetato de sodio 4M pH=6

Para 100 mL:

Acetato de potasio............oceieiiiiiii 32.812 gr
Agua MillI-Q...e 50 mL
Acido acético glacial.................cc..ccoounn.... para ajustar el pH
Agua desinoizada.............cooiiiiii aforar a100 mL

Esterilizar a 121°C por 15 minutos..
Acetato de sodio 3M pH=6

Para 100 mL:

Acetato de potasio........ccoooviiiiiiiii 24.609 gr
Agua Milli-Q...e 50 mL
Acido acético glacial...............c..ccoeveinnn.. para ajustar el pH
Agua desinoizada..............ccoiiiiiii aforar a100 mL

Esterilizar a 121°C por 15 minutos.

Soluciones para transformar a S. coelicolor por protoplastos.
Medio YEME

Para 100 mL:

Extractodelevadura ..., 0.3 gr
Peptona. ... ..o 0.5¢r
Extractode Malta.............cooiiiiii 0.3 ¢gr
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SACAIOSA. ...ttt 34 gr
Agua desinoizada.............ccooiiiiiiii aforar a100 mL
Disolver y ajustar a pH=7.

Después de esterilizar, al momento de usar adicionar a 25 mL:

MQCl2 -6 H20O 1M (SEOCK). ... e 0.125 mL
Glicina 10% (STOCK). .. . eeeieeieeeeeee e 1.25 mL
CaCl, 3.86%

A s e 3.86 gr
AQUA AESIONIZAAA. ... .e et 100 mL

Tris-HCI 3%

LI 3gr
AQUA AESIONIZATA. ... .ttt 100
mL

Ajustar pH=7.2 con HCl y aforar a un volumen final de 100 mL

Agar suave

Para 100 mL

S F= Tor= ] 01T 10.3 gr
MGCla-6 HoO ..o 1.012 gr
TrS 3% PH=7 2. 10 mL
CaCl BV 0.4 mL
Agua desionizada aforara...............c.coiiiiiiiii 100 mL

Dividir en dos frascos de 50 mL cada uno y agregarle 0.325 gr de Difco Agar.

Medio R2

Para 800 mL

SACANOSA. ...t 103 gr
NG © 7 0.25 ar
MGClo-BH20 .. .. 10.12 gr
GlIUCOSA. ... 10 gr
CasamiNOACIOS. ..o e 0.1gr
Agua desionizada aforara .............ccoiiiiiiii 800 mL

Pesar 2.2 gr de Bacto-Agar (Difco) en botellas y afiadir 80 mL de solucién
base, esterilizar.



70

Al momento de utilizar el medio, suplementar con:

KH2PO4 (StOCK 0.5%) .. e 1 mL
CaCla-2H20 (3.86%0) . e e 8 mL
L-Prolina (2096) . ....cueieeee e 1.5 mL
Tris-HCI (3%, PH=7.2) e e, 10 mL
Elementos traza ... 0.2 mL
CUSO4 2 MM, L 0.2 mL
NAOH TN e 0.2mL
Extracto de levadura (Stock 10%)........covieiiiiiii e, 5 mL

Al suplementar dejar secar las cajas por 5 horas para que regeneren los
protoplastos.

Amortiguador P

Para 800 mL

7= o= | o1 7- P 103 gr

MOCI-BH20 . ..o 2.02 gr
T 0.25 gr
Agua desionizada, aforara.............cccciiiiiiii 800 mL

Distribuir en botellas con 40 mL cada una y esterilizar.

Al momento de usar, suplementar minimo media hora antes de empezar la
transformacion con:

Para 40 mL:

Elementos traza. ... 100 pL
KH2PO4 (StOCK 0.5%) .. 0.5mL
CaCl,-2H,0 (386%) ............................................................. .5 mL
Tris-HCI (3%, PH=7.2) e 5mL

Colorante de carga 5X para ADN

SACANOSA ...t 6 gr
Azul de Bromofenol............ooiiii i 0.025 gr

XIeNCIanOl. ... ..o 0.025 gr
EDTA (0.5 M PH=8). .o 0.2 mL

Agua desionizada aforara...............ccooiiiiii 10 mL
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Disolver la sacarosa en 3 mL de agua caliente y agregar EDTA, ajustar a 10
mL. Esterilizar

IPTG 100 mM
P T G 0.0477 gr
AQUA AESIONIZAAA. ... . et 2mL

Disolver y esterilizar pasando por filtros de 0.45 micras.

X-galactosa 20mg/ml

X-galactosa. ......ouinii 0.040 gr
Dimetilformamida (DMFM).........cooiiiii e 2mL

Medio minimo M14

Para 1 Litro

KH2PO 4. oo 1gr

G 1210 F TP 5.5 gr

[ L 0 S 1 © T 1.4 gr
TWEEN 8O0 .. e 2 mL
Fuentede carbono...........cooiiiiiii 1%
MetaleS traza. .......c.ooviii 1mL
Agua desionizada, aforara.............cooooiiiii 1Lt

Composicion de metales traza

Para 100 mL

TS 0.5¢r

T 0.16 gr
NS0 ettt 0.14 gr
CONH . e 0.2¢gr

Antes de usar el medio suplementar con MgSO, al 5% y CaCl, 3%.

Las fuentes de carbono se prepararon en Stock al 20% cada una.

GluCOSA....c.veieiiiii 20 gr en 100 mL de agua desionizada
Manitol..........ccooeiii e, 20 gr en 100 mL de agua desionizada
Peptona.........ccoooiiiiii 20 gr en 100 mL de agua desionizada

Medio Minimo NMMP

Para 1 Litro
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(NH4)ZSO4 .............................................................................. 2 gar
Difco CasamiNOACIAOS ......oouiiiiii e e e et eaaee e, 5
gr

MO S O ettt 0.6 gr
AZUCAE (2590) . e 250 gr
Agua desionizada, aforar a...........cccooiiiiiii 1 Lt

Al momento de usar, suplementar con:
NaH,PO4/K;HPO,4 (0.1M,

PH=6.8). ..o 1.5 mL
Glucosa al 1% (Stock al

200 pL
Antibidtico correspondiente kanamicina o apramicia
Elementos trazas

Solucion Stock 10 mL

Preparaciéon de NaH,PO4/K,HPO, (0.1M cada uno, pH=6.8)

Para 200 mL:

(O | = 3.484
gr

[INE= o P = TR 2.768 gr
Agua desionizada, aforara............ccccooeiiiiiiiiii i 200 mL

Disolver y ajustar pH=6.8, aforar a 200 mL y esterilizar



Medio LB

Para 1 Litro

THPIONA. .. 10 gr
Extracto de levadura....... ... 5gr
N L 10
ar

Agua desionizada, aforara ............cccooiiiiiii 1 Lt

Disolver y ajustar el pH=7
Si el cultivo es para crecer Streptomyces coelicolor

Agregar como dispersante, agregar sacarosa al 25%

PBS 5X

Para 1 Litro

N 40 gr
KL 1gr
NBLHP O 4. e 7.2gr
KH P O e o e 1.2¢r
Agua desionizada aforara..............cooeiiiiiiiiii 1 Litro

Disolver en 800 mL y ajustar el pH= 7.4, aforar a 1 Litro.
TBS (Amortiguador Tris-Sal, pH=7.5)

Para 1 Litro

Tris Base (50MM). ... 6.05 gr
NaCIl (150 MM).. .o e 8.76 gr
Agua desionizada aforara..............cooiiiiiii 1 Litro

Disolver en 800 mL y ajustar el pH= 7.5, aforar a 1 Litro.

Si es necesario, agregar Tween 20 al 0.05% al final.

Medio YT2X

Para 1 Litro

Bactotriptona. ... ... 16 gr
Extracto delevadura............ccoooiiiiiii 10 gr
Cloruro de SOdi0......cuiieii i 5gr

Agua desionizada, aforara .............cooiiiiii 1Lt
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Disolver y ajustar el pH= 7.2
Reactivo de Bradford

Para 1 Litro

Azul de Commassie G-250.........c.oiiiiiiiiiii 100 mg
Etanol @l 95%0......ccueiiii i 50 mL

Acido fOSFONICO @l 85% ..vvneeeee e 100 mL
Agua desionizada, aforara ..o, 900 mL

Solucion de semi-purficacion de la APA
Se prepara al momento de usar (no almacenar):
Para 2 Litros:

AcCido ACEHICO 0.2 M. ol 280 mL
Acetato de Sodio 0.2 M. .. 704 mL

Al hacer la mezcla el pH debe quedar a pH=5. Aforar a 2 Litros con agua
Milli-Q.

Preparacion de acido acético 0.2 M

ACIO ACELCO. ... .o 12.01 mL
Agua desionizada, aforara ...............ocoeiiiii 1 Litro

Preparacion de acetato de sodio 0.2 M

Acetato de SOdIO........ooiiii i 16.406 gr
Agua desionizada, aforara ...............ocooiiii 1 Litro

Almacenar las soluciones a 4°C.

Solucién para obtencion de membranas de S. coelicolor para ensayo de
localizacion proteica.

MOPS 1M

MO S . 20.93 gr
Agua desionizada, aforar ... 100 mL
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Ajustar al pH=8 con perlas de Hidroxido de Potasio.

Para sonicar, Solucién A

Para 30 mL

MOPS 50MM. ..., 1.5 mL (Stock 1M)
B-mercaptoetanol................oooiii 11.72 uL

MACl 1O MM, .. 0.3 mL (Stock 1M)
Agua desionizada...........oooiiiiiii 28.2 mL

Amortiguador Z (ensayo de actividad de B-galactosidasa)

Para 500 mL

NBHP O 4. e 4.25 gr
NAHIPO 4. e 2.76 gr
KL 0.3727 gr
17T 11 P 0.123 gr
Agua desionizada, aforara ..., 500 mL

Pesar y disolver, ajustar el pH=7, aforar y almacenar a 4°C.

Amortiguador Z con B-mercaptoetanol (ensayo de actividad de B-
galactosidasa)

Para 3 mL de amortiguador Z agregar 8 uL de B-mercaptoetanol.
Se prepara al momento de usarse.

Na,CO3;1 M (ensayo de actividad de B-galactosidasa)



Disolver y cubrir de la luz con papel aluminio. Almacenar a -20 °C.

NaCl 0.8% (ensayo de actividad de B-galactosidasa)

Acrilamida:bis-acrilamida 29:1

Para 100 mL

Acrilamida..... ..o 29 gr
Bis-Acrilamida...........ccoeiiiii e 1gr
Agua desionizada, aforara.............cocoiiiiiiiii 100 mL

Filtrar antes de usar, cubrir de la luz.

Tris 1.5 M pH=8.8
Trisbase......ccooiiiiiiiii 18.16 gr
Agua desionizada, aforara ....................... 100 mL
Ajustar pH =8.8 con HCI concentrado.

Tris 0.5 M pH=6.8
Trisbase....ccooviiiiii 6.05 gr

Agua desionizada, aforara ....................... 100 mL
Ajustar pH =6.8 con HCI concentrado

Solucién de tratamiento 2X

(0.125 M Tris-HCI pH= 6.8, SDS 4%, glicerol 20%, 2-mercaptoetanol 10%)

Tris-sHCIpH=6.8 .................ooal . 2.5mL
SDS 10%...cceeiiiiiiiiiiieeeeee 4 mL
Glicerol.......cooviiiiiiiii 2 mL
2-mercaptoetanol.......................... 1mL
Agua bidestilada........................... 0.5mL
Azul de bromofenol........................ 0.0005 gr
Volumen total..............ooooiiiin. 10 mL

Dividir en alicuotas y congelar.
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Amortiguador de corrida 5X SDS-PAGE

Trisbase......c.coovviiiiiiiii, 15.1 ¢gr
Glicina......c.oooviii 94 gr
SDS. 5gr
Agua desionizada, aforara ......... 1 Litro

Soluciones para tincién con Azul de Coomasiee
Stock Azul de Commassie R-250 1%

Azul de Commassie R-250..........ccoovviiiiiinennnn. 2gr
Agua desionizada, aforara ..................oooe. 200 mL

Solucién de Tincion Commassie

Stock Azul de Commassie R-250 1%..........ccccceeeeevnnnnens 12.5mL
1Y/ =] = Lo 50 mL
ACIHO BCELICO. ... ettt ree e, 10 mL
Agua bidestilada...............euvuiiiiiiiiiii 27.5 mL
Volumen final........ooo oo 100 mL

Solucién de Destediido |

17/ L=] 2= 1 Lo | 50 mL
ACIHO BCELICO. ... et 10 mL
Agua bidestilada............cc.cevviiiiiiiiii e, 40 mL
Volumen final........oooiiiii e 100 mL

Solucién de Desteiiido |l

Metanol ............................................................................ 5mL
ACIHO ACELICO. ..cn e 7 mL
Agua bidestilada................uuiiiiiiiiii 88 mL

Volumen final. ... 100 mL
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